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rekrutira popravljalne mehanizme in omogoči popravljanje poškodb DNA. 
Citotoksično delovanje kombinacije smo preverili na humani celični liniji MCF-7 
raka dojke, na 2D in 3D celičnih kulturah. Obetavne rezultate je prinesla kombinacija 
olapariba z elektrokemoterapijo z bleomicinom. Z barvanjem po Giemsi smo določili 
nastale morfološke spremembe. Z detekcijo žarišč γ-H2AX pa smo potrdili nastanek 
dvojnih prelomov po elektrokemoterapiji celic z bleomicinom in kombinaciji 
elektrokemoterapije z bleomicinom in olaparibom. 
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AB Electrochemotherapy is a physical delivery method, where cells or tissues are 
exposed to electric pulses, which increase the uptake of cytotoxic drugs into cells. It 
is a local ablative treatment method with almost negligible side effects and high 
antitumor effectiveness. Among many tested substances, only bleomycin and 
cisplatin have been mainly used. Bleomycin is an anti-cancer drug, which inhibits 
cell divisions by forming double strand breaks, whereas cisplatin is an alkylating 
agent that forms DNA aducts and inhibits DNA replication and cell divisions. The 
aim of the study was to investigate if the combination of electrochemotherapy with 
bleomycin or cisplatin and olaparib, which is a PARP inhibitor, has a greater 
cytotoxic effect than only electrochemotherapy. PARP is a repair mechanism that 
recruits other repair mechanisms when single and double strand breaks occur. We 
evaluated the effects of the combined treatment on human breast cancer cell line 
MCF-7. We observed promising effects of combining electrochemotherapy with 
bleomycin and olaparib, proving that the combination highly decreases cancer cell 
growth. We used 2D and 3D cell cultures. Giemsa staining showed morphological 
changes, whereas the detection of γ-H2AX confirmed formation of double strand 
breaks after electrochemotherapy with bleomycin alone or in combination with 
olaparib. 
V 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  




                               Str.  
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA             III 
KEY WORDS DOCUMENTATION               IV 
KAZALO VSEBINE                 V 
KAZALO SLIK                  VIII 
SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV               X 
SLOVARČEK                  XI 
  
 
1 UVOD ........................................................................................................................... 1 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA ............................................................................... 1 
1.2 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA ...................................................................... 2 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE ......................................................................................... 2 
2 PREGLED OBJAV ..................................................................................................... 4 
2.1 KAJ JE RAK? ......................................................................................................... 4 
2.1.1 Epidemiologija in etiologija raka ................................................................. 4 
2.1.2 Nastanek in lastnosti rakavih celic ............................................................... 4 
2.1.3 Diagnostika ..................................................................................................... 7 
2.1.4 Rak dojke ....................................................................................................... 8 
2.2 NAČINI ZDRAVLJENJA V ONKOLOGIJI ......................................................... 8 
2.2.1 Onkološka kirurgija ...................................................................................... 9 
2.2.2 Radioterapija ................................................................................................. 9 
2.2.3 Sistemsko zdravljenje .................................................................................. 10 
2.3 ELEKTROPORACIJA IN ELEKTROKEMOTERAPIJA .................................. 10 
2.3.1 Elektrokemoterapija ................................................................................... 11 
2.3.1.1 Bleomicin ............................................................................................... 13 
2.3.1.2 Cisplatin ................................................................................................. 14 
2.4 ZAVIRALCI POPRAVLJALNIH MEHANIZMOV ........................................... 14 
2.4.1 Mehanizem PARP ....................................................................................... 15 
2.4.1.1 Olaparib .................................................................................................. 16 
VI 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne. biologije, 2019  
3 MATERIAL IN METODE ....................................................................................... 18 
3.1 MATERIAL .......................................................................................................... 18 
3.1.1 Oprema ......................................................................................................... 18 
3.1.2 Gojišče in dodatki ........................................................................................ 19 
3.1.3 Celična linija ................................................................................................ 19 
3.1.4 Raztopine in reagenti .................................................................................. 19 
3.2 METODE .............................................................................................................. 21 
3.2.1 Gojenje in priprava celic ............................................................................. 21 
3.2.2 Določanje učinkov elektrokemoterapije s cisplatinom ali bleomicinom 
samostojno ali v kombinaciji z olaparibom na 2D celičnih kulturah ................... 21 
3.2.2.1 Elektrokemoterapija celic z bleomicinom oz. cisplatinom .................... 21 
3.2.2.2 Test preživetja celic ................................................................................ 23 
3.2.2.3 Tretiranje celic z zaviralcem olaparib .................................................... 23 
3.2.2.4 Kombinacija elektrokemoterapije celic z bleomicinom oz. cisplatinom in 
zaviralcem olaparib.................................................................................................. 24 
3.2.2.5 Barvanje po Giemsi ................................................................................ 24 
3.2.3 Določanje učinkov elektrokemoterapije s cisplatinom ali bleomicinom 
samostojno ali v kombinaciji z olaparibom na 3D celičnih kulturah, sferoidih .. 26 
3.2.3.1 Priprava sferoidov .................................................................................. 26 
3.2.3.2 Spremljanje rasti sferoidov..................................................................... 26 
3.2.3.3 Priprava sferoidov za histologijo............................................................ 26 
3.2.3.4 Tretiranje sferoidov z olaparibom .......................................................... 27 
3.2.3.5 Elektroporacija sferoidov s citostatikom bleomicin oz. cisplatin ter 
zaviralcem olaparib.................................................................................................. 27 
3.2.4 Določanje mehanizma delovanja kombinacije z barvanjem dvojnih 
prelomov ..................................................................................................................... 28 
3.2.4.1 Barvanje dvojnih prelomov z anti- γ-H2AX .......................................... 28 
3.2.5 Statistična analiza rezultatov ...................................................................... 30 
4 REZULTATI .............................................................................................................. 31 
4.1 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 2D 
CELIČNIH KULTURAH................................................................................................ 31 
4.1.1 Citotoksičnost elektrokemoterapije ........................................................... 31 
VII 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne. biologije, 2019  
4.1.1.1 Bleomicin ............................................................................................... 31 
4.1.1.2 Cisplatin ................................................................................................. 33 
4.1.1.3 Olaparib .................................................................................................. 34 
4.1.2 Kombinacija elektrokemoterapije z izbrano koncentracijo bleomicina 
oz. cisplatina in olapariba ......................................................................................... 35 
4.1.2.1 Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olaparibom .......... 35 
4.1.2.2 Kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom ............. 37 
4.2 SPREMLJANJE MORFOLOŠKIH SPREMEMB Z BARVANJEM PO GIEMSI . 
  .............................................................................................................................. 39 
4.3 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 3D 
CELIČNIH KULTURAH, SFEROIDIH ......................................................................... 44 
4.3.1 Rast sferoidov ............................................................................................... 44 
4.3.2 Histologija .................................................................................................... 45 
4.3.3 Tretiranje sferoidov z olaparibom ............................................................. 46 
4.3.4 Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olaparibom .......... 46 
4.3.5 Kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom ............. 49 
4.4 DOLOČANJE MEHANIZMA DELOVANJA KOMBINACIJE Z BARVANJEM 
DVOJNIH PRELOMOV ................................................................................................. 52 
5 RAZPRAVA ............................................................................................................... 59 
5.1 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 2D 
CELIČNIH KULTURAH................................................................................................ 61 
5.1.1 Citotoksičnost elektrokemoterapije ........................................................... 61 
5.1.2 Kombinacija elektrokemoterapije z izbrano koncentracijo bleomicina 
oz. cisplatina in olapariba ......................................................................................... 62 
5.2 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 3D 
CELIČNIH KULTURAH, SFEROIDIH ......................................................................... 64 
5.3 DOLOČANJE MEHANIZMA DELOVANJA KOMBINACIJE Z BARVANJEM 
DVOJNIH PRELOMOV ................................................................................................. 66 
6 SKLEPI ...................................................................................................................... 68 
7 VIRI ............................................................................................................................ 70 
  
VIII 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne. biologije, 2019  
KAZALO SLIK 
 
Slika 1: Stopnje v procesu kancerogeneze ............................................................................ 6 
Slika 2: Značilne biološke lastnosti rakavih celic ................................................................. 7 
Slika 3: DNA kot kritična tarča ionizirajočega sevanja ........................................................ 9 
Slika 4: Molekularna dinamika nastanka vodne pore v celični membrani med 
elektroporacijo. .................................................................................................................... 11 
Slika 5: Shematični prikaz poteka elektrokemoterapije z bleomicinom ............................. 13 
Slika 6: Primerjava citotoksičnosti štirih različnih koncentracij bleomicina na celice MCF-
7 brez in z elektroporacijo glede na kontrolno skupino in kontrolno skupino 
elektroporacije. .................................................................................................................... 32 
Slika 7: Primerjava citotoksičnosti štirih različnih koncentracij cisplatina na celice MCF-7 
brez in z elektroporacijo glede na kontrolno skupino in kontrolno skupino elektroporacije.
 ............................................................................................................................................. 33 
Slika 8: Citotoksično delovanje štirih različnih koncentracij olapariba na celice MCF-7 
brez elektroporacije. ............................................................................................................ 34 
Slika 9: Citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom konc. 1,13 µM, brez olapariba 
(levo) in z olaparibom konc. 5 µM (desno). ........................................................................ 35 
Slika 10: Citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom konc. 1,13 µM, brez (levo) in 
z olaparibom konc. 5 µM (desno) po 3 dneh. ...................................................................... 36 
Slika 11: Citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom konc. 1,13 µM, brez (levo) in 
z olaparibom konc. 5 µM (desno) po 5 dneh. ...................................................................... 37 
Slika 12: Citotoksičnost elektrokemoterapije s cisplatinom konc. 17 µM, brez olapariba 
(levo) in z olaparibom konc. 5 µM (desno). ........................................................................ 38 
Slika 13: Citotoksičnost elektrokemoterapije s cisplatinom konc. 17 µM, brez (levo) in z 
olaparibom konc. 5 µM (desno) po 3 dneh.......................................................................... 38 
Slika 14: Citotoksičnost elektrokemoterapije s cisplatinom konc. 17 µM, brez (levo) in z 
olaparibom konc. 5 µM (desno) po 5 dneh.......................................................................... 39 
Slika 15: MCF-7 celice z bleomicinom, barvane po Giemsi;.............................................. 40 
Slika 16: MCF-7 celice z bleomicinom in elektroporacijo, barvane po Giemsi ................. 41 
Slika 17: MCF-7 celice s cisplatinom, barvane po Giemsi ................................................. 42 
Slika 18: MCF-7 celice s cisplatinom in elektroporacijo, barvane po Giemsi .................... 43 
Slika 19: Rast sferoidov kontrolne skupine; ........................................................................ 44 
Slika 20: Sprememba premera in površine sferoidov kontrolne skupine. ........................... 45 
Slika 21: Histološki preparati 3 različnih sferoidov, slikani pod 20x in 40x povečavo. ..... 45 
Slika 22: Rast sferoidov, tretiranih z različnimi koncentracijami olapariba; ...................... 46 
Slika 23: Rast sferoidov po elektroporaciji sferoidov z bleomicinom (konc. 1,13 µM), brez 
olapariba. ............................................................................................................................. 47 
Slika 24: Rast sferoidov po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom (konc. 1,13 
µM) in olapariba (konc. 5 µM). ........................................................................................... 48 
IX 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne. biologije, 2019  
Slika 25: Sprememba v premeru sferoidov po elektrokemoterapiji z bleomicinom (konc. 
1,13 µM), brez olapariba (levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom 
(konc. 1,13 µM) in olapariba (konc. 5 µM) (desno). ........................................................... 48 
Slika 26: Sprememba v površini sferoidov po elektrokemoterapiji z bleomicinom (konc. 
1,13 µM), brez olapariba (levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom 
(konc. 1,13 µM) in olapariba (konc. 5 µM) (desno). ........................................................... 49 
Slika 27: Rast sferoidov po elektroporaciji sferoidov s cisplatinom (konc. 17 µM), brez 
olapariba. ............................................................................................................................. 50 
Slika 28: Rast sferoidov po kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom (konc. 17 µM) 
in olapariba (konc. 5 µM). ................................................................................................... 51 
Slika 29: Sprememba v premeru sferoidov po elektrokemoterapiji s cisplatinom (konc. 17 
µM), brez olapariba (levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom (konc. 17 
µM) in olapariba (konc. 5 µM) (desno). .............................................................................. 51 
Slika 30: Sprememba v površini sferoidov po elektrokemoterapiji s cisplatinom (konc. 17 
µM), brez olapariba (levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom (konc. 17 
µM) in olapariba (konc. 5 µM) (desno). .............................................................................. 52 
Slika 31: Detekcija žarišč γ-H2AX po obsevanju s stopnjo 6 Gray. ................................... 53 
Slika 32: Izotipska kontrola po obsevanju s stopnjo 6 Gray. .............................................. 53 
Slika 33: Detekcija žarišč γ-H2AX 2 uri po terapiji. ........................................................... 53 
Slika 34: Detekcija žarišč γ-H2AX 6 ur po terapiji. ............................................................ 54 
Slika 35: Detekcija žarišč γ-H2AX 24 ur po terapiji. .......................................................... 55 
Slika 36: Detekcija žarišč γ-H2AX 2 uri po terapiji z bleomicinom, koncentracije 1,13 µM.
 ............................................................................................................................................. 56 
Slika 37: Detekcija žarišč γ-H2AX 4 ure po terapiji z bleomicinom, koncentracije 1,13 
µM. ...................................................................................................................................... 57 
Slika 38: Detekcija žarišč γ-H2AX 24 ur po terapiji z bleomicinom, koncentracije 1,13 





Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne. biologije, 2019  
SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
 
AMEM obogaten minimalni esencialni medij 
ANOVA  analiza variance (ang. Analysis of variance) 
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BRCA breast cancer susceptibility gene   
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ECT elektrokemoterapija 
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receptorjem in receptorjem HER-2 
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SLOVARČEK 
 
ADP-ribozilacija Prenos ADP-riboz iz NAD+ na protein PARP, kar posledično 
aktivira popravljalne mehanizme molekule DNA 
Adukti DNA Navzkrižno povezovanje purinskih in pirimidinskih baz 
molekule DNA  
Alkilirajoči agens Snov, ki ima sposobnost dodati alkilne skupine na 
elektronegativne skupine molekule DNA 
Apoptoza Programirana celična smrt, ki se kaže s formacijo majhnih, 
sferičnih ali ovalnih citoplazemskih fragmentov, ki se nato 
fagocitirajo in razgradijo s pomočjo ostalih celic 
BRCA1 in BRCA2 Tumor supresorska gena, ki kodirata proteine, ki so 
neposredno soudeleženi pri popravljanju poškodb molekule 
DNA in pri regulaciji prepisovanja genov, ki so udeleženi v 
popravljanje poškodb molekule DNA ter genov, ki 
kontrolirajo apoptozo in celični cikel 
Citostatik   Snov, ki zavira celično rast in razmnoževanje, zlasti rakavih 
celic 
Dvojni prelomi Poškodbe molekule DNA, kjer pride do preloma obeh verig 
DNA 
Elektroporacija Fizikalna metoda, pri kateri z izpostavitvijo celic električnim 
pulzom v membranah celic povzročimo nastanek začasnih por, 
ki omogočijo vstop navadno neprehodnih snovi 
Elektrokemoterapija  Lokalna metoda zdravljenja, namen katere je uporaba 
elektroporacije za privzem citotoksičnih učinkov v celico, ki 
nato preko poškodb molekule DNA povzročijo celično smrt 
Enojni prelomi Poškodbe molekule DNA, kjer pride do preloma le ene od 
obeh verig DNA  
Iniciacija Prva stopnja v procesu kancerogeneze 
Kancerogeneza  Večstopenjski proces nastanka raka 
Metastaze Skupki rakavih celic, ki se razširijo iz primarnega tumorja na 
drugo mesto v telesu ter povzročajo enako bolezen 
Morfologija Zgradba in oblika celic 
Nekroza Celična smrt, pri kateri celica nabrekne, nabreknejo pa tudi 
celični organeli, kar vodi do izlitja vsebine lizosomov in 
prekinitve celične membrane 
Progresija Tretja stopnja v procesu kancerogeneze, rezultat katere je 
maligna celica z izraženimi vsemi lastnostmi rakavih celic 
Promocija Druga stopnja v procesu kancerogeneze, v kateri se 
spremenjene celice delijo in množijo ter se začnejo izražati vse 
na novo pridobljene lastnosti 
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Protoonkogeni Geni, ki v normalnih razmerah nadzirajo rast celic in lahko v 
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1 UVOD 
 
Rak je izraz za skupino bolezni, za katero so značilne nenadzorovane delitve celic. Gre za 
telesu lastne celice, ki se pod vplivom različnih dejavnikov začnejo nenadzorovano deliti in 
vraščati v sosednje zdravo tkivo, kar posledično privede do njegovega motenega delovanja 
(Pecorino, 2012). Rakave celice se od normalnih močno razlikujejo: so nesmrtne, 
morfološko spremenjene, invazivne, imajo spremenjen metabolizem, sposobne pa so tudi 
sprožiti proces angiogeneze in posledično metastaziranja (Hanahan, Weinberg, 2011). 
 
Ena od najpogostejših oblik raka, ki se pojavlja predvsem pri ženskah, je rak dojke. Je 
najpogostejši rak pri ženskah in predstavlja več kot petino vseh rakov, 1 – 2 % obolelih pa 
predstavljajo tudi moški. (Europadonna, 2018). Statistični podatki kažejo, da v Sloveniji 
vsako leto na novo zboli okoli 1100 ljudi. Rak dojke običajno vznikne v žleznih izvodilih 
(duktusih) ali žleznih režnjih (lobulih), ki sta epitelni strukturi. Lahko je neinvaziven ali 
invaziven, kar pomeni, da so rakave celice že prodrle v stromo dojke in se lahko od tu 
razširijo po limfi in krvi v druge organe. Diagnoza raka dojke se postavi s kliničnim 
pregledom dojk, slikovnimi preiskavami in biopsijo za patohistološki pregled vzorca 
(Borštnar, 2011). 
 
Obstajajo različni pristopi zdravljenja, najpogosteje se uporabljajo kirurgija, obsevanje, 
različne vrste kemoterapij in hormonskih terapij. A ker imajo predvsem sistemske terapije 
pogoste in hude neželene učinke, se znanost vedno bolj usmerja v iskanje novih, manj 
invazivnih in pacientu prilagojenih načinov zdravljenja. Eden od teh je tudi 
elektrokemoterapija, kjer citostatik vnesemo v rakave celice s pomočjo elektroporacije 
(Borštnar, 2011). 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Elektroporacija je metoda, pri kateri celice izpostavimo zunanjemu električnemu polju, 
posledica tega pa je nastanek por v celičnih membranah izpostavljenih celic. Ker so pore 
začasne, omogočijo vnos želenih molekul v celice, po končanemu dovajanju električnih 
pulzov pa se pore zaprejo in celična membrana preide nazaj v normalno fiziološko stanje 
(Serša in sod., 2007; Yarmush in sod., 2014). V primeru, ko z elektroporacijo v celice ali 
tkivo vnašamo citostatike, govorimo o elektrokemoterapiji. Omenjena metoda se v kliniki 
uporablja v okviru smernic NICE (National Institute for Clinical Excellence) ali kliničnih 
študij za zdravljenje malignega melanoma, ploščato in bazalnoceličnega karcinoma, jetrnih 
metastaz kolorektalnega karcinoma, primarnega hepatocelularnega karcinoma ter tudi za 
zdravljenje kožnih metastaz raka dojke (Esmaeili, Friebe, 2018). 
 
Najpogosteje uporabljena citostatika sta bleomicin in cisplatin. Bleomicin je t.i. proti 
tumorski antibiotik, ki ga proizvajajo glive iz rodu Streptomyces. Z vezavo na DNA rakavih 
2 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
celic onemogoči delitev in rast celic, povzroča pa tudi nastanek prostih kisikovih radikalov, 
ki so toksični za celico. Uporablja se za zdravljenje melanomov in sarkomov, raka jajčnikov, 
Hodgkinsonovega in ostalih limfomov (Chemocare, 2016). Cisplatin pa je t.i. alkilirajoči 
agens, ki deluje na celice v interfazi in se uporablja za zdravljenje raka dojk, jajčnikov, 
testisov, glave in vratu, maternice, prostate, pa tudi za sarkome, številne mielome, melanome 
in limfome (Chemocare, 2016).  
 
Elektrokemoterapija tako povzroči predvsem smrt hitro delečih se tumorskih celic, poruši 
tumorsko žilje in aktivira imunski odgovor (Serša in sod., 2007). Glavna prednost 
elektrokemoterapije je tarčno delovanje cistostatika, saj ta vstopi v celice, ki so izpostavljene 
električnemu polju, to pa posledično zviša terapevtski učinek in bistveno zmanjša pojav 
stranskih učinkov (Schmidt in sod., 2014). 
 
1.2 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
 
V magistrski nalogi smo želeli preveriti, kakšna je občutljivost celic raka dojke na 
elektrokemoterapijo s cisplatinom in bleomicinom pri celični liniji MCF-7, ki je BRCA 
nemutirana, z izraženimi estrogenskim, progesteronskim receptorjem in receptorjem 
HER- 2. Zanimalo nas je tudi, kakšna je učinkovitost kombinacije elektrokemoterapije z 
inhibitorjem popravljalnih mehanizmov PARP (poli-ADP riboza polimeraza), olaparibom. 
Olaparib je zaviralec popravljalnega encima poli-ADP riboza polimeraza (t.i. PARP 
inhibitor). Mehanizem PARP je ključen pri popravljanju poškodb DNA, kot so enojni in 
dvojni prelomi, ki nastanejo po tretiranju rakavih celic s citostatikom, in če je PARP 
inhibiran z zaviralcem olaparibom, je popravljanje oteženo, kar vodi v smrt rakave celice 
(Chen, Weil, 2011). Zanimalo nas je torej, kako s koncentracijo narašča citotoksičen učinek 
bleomicina in cisplatina in ali se učinkovitost zdravljenja poveča, če uporabimo kombinacijo 
citostatika in zaviralca PARP. Poleg tega smo želeli dokazati nastanek dvojnih prelomov, ki 
nastanejo po tretiranju rakavih celic s citostatikom bleomicinom, ter oceniti nastale 
morfološke spremembe. Prav tako smo želeli ugotoviti, kako se na elektrokemoterapijo ter 
kombinacijo elektrokemoterapije z zaviralcem PARP odzivajo 3D celične kulture (t.i. 
sferoidi). 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Kombinacija elektrokemoterapije z zaviralci popravljalnih mehanizmov PARP 
deluje bolje kot samo elektrokemoterapija. 
 
- Tretiranje rakavih celic z elektrokemoterapijo z bleomicinom ima za posledico 
nastanek dvojnih prelomov, ki jih celica ob dodatku zaviralcev PARP ni zmožna 
popolnoma popraviti, kar vodi v smrt rakave celice. 
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- Tretiranje sferoidov (3D celične kulture) z elektrokemoterapijo ima za posledico 
zmanjšano oz. ustavljeno rast sferoidov. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KAJ JE RAK? 
 
2.1.1 Epidemiologija in etiologija raka 
 
Rak je poligenska bolezen, ki je poleg kardiovaskualarnih obolenj glavni vzrok umrljivosti 
tako v Sloveniji, kot tudi v drugih delih razvitega sveta. Za nastanek je dovolj mutacija v 
genih ali epigenetska sprememba že v eni sami celici. Odvisno od lokacije in funkcije te 
celice v telesu razlikujemo različne vrste raka – od kostnega raka, do možganskega, 
pljučnega ali krvnega (Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018). Med seboj se 
razlikujejo v pojavnosti glede na spol in starost, v samih lastnostih in simptomih, razlikujejo 
pa se tudi v prognozi in stopnji preživetja. Statistike kažejo, da v Sloveniji vsako leto za 
rakom na novo zboli več kot 13.000 prebivalcev, za nekaj manj kot 6.000 Slovencev letno 
pa je bolezen usodna. Kljub temu, da se ogroženost tudi mlajših ljudi zmerno povečuje, je ta 
še vedno največja pri starejših. Dobrih 60 % obolelih je namreč starejših od 65. let in tako 
je rak v prvi vrsti še vedno predvsem bolezen starejših. Pri nas so najpogostejše tiste vrste 
raka, ki so v veliki meri povezane z nezdravim življenjskim slogom – kajenje, prekomerno 
sončenje in uživanje alkohola, nezdrava prehrana idr. (Zadnik in sod., 2017). Leta 2014 so 
izdelali evropski kodeks proti raku, ki vključuje 12 nasvetov primarne preventive, v 
Sloveniji pa smo sprejeli protikadilski zakon ter uvedli prostovoljno brezplačno sistematično 
cepljenje deklic proti okužbi s HPV. Kot zelo učinkovit ukrep so se izkazali tudi presejalni 
programi. DORA, ZORA in SVIT so slovenski presejalni programi raka dojke, materničnega 
vratu in debelega črevesa (Viljem Kovač v Onkologija – učbenik za študente medicine, 
2018). 
 
2.1.2 Nastanek in lastnosti rakavih celic 
 
Za razvoj rakavega obolenja je potrebnih več mutacij v eni sami celici. Govorimo o klonalni 
teoriji nastanka raka. Samemu procesu nastanka pravimo kancerogeneza. Gre za kompleksen 
večstopenjski proces, ki je posledica obsežnih ireverzibilnih sprememb na celični DNA. Je 
rezultat okvare več različnih genov – tako genov, odgovornih za delitve celic, kot tudi genov, 
ki so vpleteni v popravljalne mehanizme, nadzor podvojevanja DNA in apoptozo (Srdjan 
Novaković v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018).  
 
Približno 85 % vseh rakov vznikne v epitelijskih celicah in se imenujejo karcinomi. Če rak 
nastane iz mezodermalne celice (kosti, mišice), ga imenujemo sarkom, adenokarcinom pa je 
rak, ki nastane iz žleznega tkiva (Pecorino, 2012). Poznamo še levkemije (rake krvi oz. 
krvotvornih organov) in limfome (rak limfatičnega sistema) (SLORA, 2019). Vzroki za 
nastanek različnih vrst raka so različni. Kožni raki so največkrat posledica prekomerne 
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izpostavljenosti UV-žarkom, kajenje v veliki meri povzroča nastanek drobnoceličnega raka 
pljuč, okužba z virusom HPV lahko vodi v razvoj raka materničnega vratu (Pecorino, 2012). 
Najosnovneje se dejavniki tveganja za nastanek raka delijo na okoljske in podedovane 
genetske dejavnike. Kajenje, uživanje alkohola, nezdrava prehrana, prekomerno sončenje in 
premalo gibanja so okoljski dejavniki, ki so odraz življenjskega sloga posameznika. Na 
nekatere okoljske dejavnike, kot so sevanje, virusne oz. bakterijske okužbe, izpostavljenost 
hormonskih motilcem …, pa posameznik v večini primerov nima vpliva. Prav tako 
posameznik ne more vplivati na dedne genetske spremembe, ki jih podeduje od staršev 
(Srdjan Novaković v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018).  
 
V splošnem kancerogene dejavnike delimo na kemične, fizikalne in biološke. Med kemične 
dejavnike prištevamo različne kemikalije in toksine. Različne vrste sevanj spadajo med 
fizikalne dejavnike, medtem ko virusi (HPV, virus Epstein-Barr, hepatitis B …) 
predstavljajo biološke dejavnike (Srdjan Novaković v Onkologija – učbenik za študente 
medicine, 2018). 
Vsem kancerogenim dejavnikom je skupno to, da spremenijo celično DNA. T.i. mutageni 
dejavniki povzročijo mutacijo v DNA in spremenijo njeno strukturo, medtem ko epigenetski 
dejavniki povzročijo spremembo v izražanju genov, ne da bi pri tem spremenili strukturo 
DNA.  
 
Prvi korak v nastanku malignega tumorja je sprememba normalne celice v maligno v procesu 
kancerogeneze. Maligni tumor lahko nastane ali iz normalne diferencirane celice ali pa iz 
spremenjene matične celice. Iniciaciji, ki predstavlja prvo stopnjo kancerogeneze, sledita 
promocija in progresija (Srdjan Novaković v Onkologija – učbenik za študente medicine, 
2018). 
 
Normalno je, da v delečih celicah tekom podvojevanja DNA nastajajo mutacije, ki pa se po 
večini z ustreznimi popravljalnimi mehanizmi popravijo. Včasih pa se zgodi, da se mutacije 
ne popravijo, pač pa se kopičijo in povzročajo še več mutacij. Problem se pojavi, ko se takšne 
mutacije kopičijo v protoonkogenih in tumor supresorskih genih, saj ima to za posledico 
povečano ekspresijo protoonkogenov in zmanjšano ekspresijo tumor supresorskih genov 
(Srdjan Novaković v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018). Protoonkogeni so 
geni, ki nadzirajo rast celic in so v normalnih razmerah pod nadzorom tumor supresorskih 
genov, v primeru mutacije pa se spremenijo v onkogene, katerih produkti se v tumorskih 
celicah prekomerno izražajo in delujejo tako, da povečajo stopnjo celičnih delitev in torej 
iniciirajo formacijo tumorja (Pecorino, 2012). V skupino protoonkogenov spada več kot 100 
različnih genov, ki kodirajo transkripcijske faktorje, rastne faktorje, receptorje rastnih 
faktorjev ali pa signalne prenašalce. Izražanje teh genov je dominantno, kar pomeni, da je 
dovolj mutacija na le enem alelu, da se protoonkogen spremeni v tumorski onkogen (Srdjan 
Novaković v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018). Nasprotno pa tumor 
supresorski geni v normalnih celicah preprečujejo nekontrolirane celične delitve, mutacija 
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pa povzroči izgubo njihove funkcije, kar vodi k nastanku raka. Mutacije v teh genih so 
večinoma recesivne, kar pomeni, da je za izgubo funkcije gena potrebna okvara na obeh 
alelih (Pecorino, 2012).  
 
Iniciaciji sledi promocija, proces, v katerem se spremenjene celice delijo in množijo pod 
vplivom različnih promotorskih dejavnikov ter se začnejo izražati vse na novo pridobljene 
lastnosti. Ker se množijo celice z mutacijami, to vodi v destabilizacijo genoma, kar še olajša 
nastanek in kopičenje novih mutacij. Rezultat te stopnje je celica z malignim fenotipom, 
katere značilne lastnosti se začnejo izražati v zadnji stopnji, t. j. progresiji (Srdjan Novaković 
v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018).  
 
 
Slika 1: Stopnje v procesu kancerogeneze (Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018: 40) 
Leta 2000 sta znanstvenika Hanahan in Weinberg definirala 6 značilnosti, ki jih rakave celice 
pridobijo na poti iz normalne v maligno obliko (Hanahan, Weinberg, 2000): 
- pridobitev zmožnosti neomejenega podvojevanja; 
- samozadostnost v proizvodnji rastnih signalov; 
- izogibanje celični smrti; 
- neobčutljivost na zaviralce rasti; 
- angiogeneza oz. vzpostavitev stalne tvorbe žil, ki so potrebne za rast tumorja; 
- sposobnost invazije v sosednja tkiva in metastaziranja. 
 
Leta 2011 sta svoj model nadgradila s še 4 novimi značilnostmi (Hanahan, Weinberg, 2011), 
to so: 
- dereguliran celični metabolizem; 
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- izogibanje imunskemu sistemu; 
- zmožnost vzpostavitve vnetja, ki pospešuje rast tumorja; 
- genomska nestabilnost in mutacije. 
 
 
Slika 2: Značilne biološke lastnosti rakavih celic (Hanahan in Weinberg, 2011: 668) 
2.1.3 Diagnostika 
 
Za učinkovito zdravljenje je ključnega pomena hitra, pravilna in natančna diagnoza bolezni. 
Osrednjo vlogo v onkološki diagnostiki igra patomorfološka opredelitev tumorja oz. 
določitev, za kakšno vrsto raka gre. Določiti je treba tudi anatomsko lokacijo primarnega 
tumorja ter stopnjo razširjenosti po telesu. Odvzeti material pregledamo s citološkimi ali 
histološkimi tehnikami, diagnozo pa dokončno potrdimo z molekularno diagnostiko. S 
slednjo določamo tumorske označevalce, ki nam povedo, kako učinkovito bo zdravljenje oz. 
kakšna je prognoza bolezni. Eden od ključnih dejavnikov je razvrstitev bolezni po modelu 
TNM, s katerim anatomsko opredelimo razširjenost bolezni. T pomeni tumor, N pomeni 
bezgavke in M pomeni metastaze. Najprej opredelimo primarni tumor T v eno od kategorij 
T0 (tumorja ni) – T4 (tumor že vrašča v sosednji organ). Sledi opredelitev N in M, pri čemer 
so zelo pomembni laboratorijski izvidi. N nam pove, ali se je bolezen že razširila v področne 
bezgavke, in ga opredelimo v eno izmed kategorij N0 – N3, stadij M pa nam opredeli 
prisotnost oddaljenih zasevkov (metastaz) in ga opredelimo kot M0 (ni zasevkov) ali M1 
(zasevki so). Omenjene stadije nato združimo v celokupni stadij, označen z I – IV (Viljem 
Kovač v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018). 
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2.1.4 Rak dojke 
 
Rak dojke je skupina bolezni, ki so anatomsko locirane v dojkah, a se med seboj klinično, 
genetsko in patohistološko razlikujejo (Janez Žgajnar v Onkologija – učbenik za študente 
medicine, 2018). Je eden od najpogostejših rakov, za katerim v 99 % zbolevajo ženske, 
medtem ko je pojavnost pri moških manjša od 1 %. Največja dejavnika tveganja sta ženski 
spol in starost, tveganje pa močno povečajo tudi genetski (mutacija v genih BRCA1 in 
BRCA2) in okoljski dejavniki (izpostavljenost hormonskim motilcem, sevanju, uporaba 
hormonske kontracepcije) ter nezdrav življenjski slog (Sibbering, Courtney, 2019). 
 
Večina rakov dojke se odkrije z mamografijo. Simptomi se med bolnicami lahko zelo 
razlikujejo in se kažejo kot zatrdlina v dojki, sprememba bradavice, sprememba v velikosti 
dojke, rdečica, srbečica, iztekanje tekočine iz bradavice, bolečina… (Cancercenter, 2019). 
Kliničnemu pregledu pacienta sledi radiološki pregled z mamografijo ali ultrazvokom in 
biopsija vzorca za patohistološki pregled, s katerim se določi, ali je tumor benigen ali 
maligen. Rak dojke je lahko neinvaziven, ki nima sposobnosti metastaziranja, lahko pa 
preide v invazivno obliko ter se po krvi in limfi razširi po telesu. Raki dojke se med seboj 
razlikujejo tudi v tem, ali so hormonsko odvisni, HER-2 pozitivni (pozitivni za receptor 
humanega epidermalnega rastnega faktorja 2, ki promovira rast rakavih celic), BRCA1 in 
BRCA2 pozitivni oz. negativni, trojno negativni idr… (Janez Žgajnar v Onkologija – 
učbenik za študente medicine, 2018).  
 
Razsejalna invazivna oblika raka dojke je tudi najpogostejši vzrok kožnih metastaz. Možnost 
njihovega pojava variira med 5 in 30 % in je odvisna od stadija same bolezni (Overgaard in 
sod., 1997; Wichtowski in sod., 2017). Čeprav so kožne metastaze redko življenjsko 
ogrožajoče, pa imajo velik vpliv na samo kakovost življenja pacientov, saj povzročajo 
bolečine, nastanek razjed, okužbe in splošno nelagodje. Ker obsevanja in sistemska terapija 
pri tem pogosto niso uspešna oz. primerna, se pogosto uporablja tudi elektrokemoterapija 
(Wichtowski in sod., 2017). Številne klinične študije so potrdile varnost in učinkovitost te 
metode (Matthiessen, 2018).  
 
2.2 NAČINI ZDRAVLJENJA V ONKOLOGIJI 
 
Tako kot obstaja veliko število različnih vrst raka, obstajajo tudi različni načini zdravljenja. 
Prva terapevtska strategija je bila kirurška odstranitev rakavega tkiva, ki poleg radioterapije 
in sistemskega zdravljenja še danes igra ključno vlogo pri zdravljenju rakavih obolenj, a ker 
v mnogih primerih ni primerna (bodisi je rak že metastaziral, bodisi je dostop do primarnega 
tumorja nemogoč), so se postopoma razvile še številne druge terapevtske metode. Cilj 
protirakave terapije je v vseh primerih enak – preprečiti nadaljnjo proliferacijo celic 
(citostatični učinek) ter ubiti rakave celice (citotoksični učinek). Prav tako si prizadevamo 
za čim manj stranskih učinkov (Pecorino, 2012). 
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2.2.1 Onkološka kirurgija 
 
Čeprav so se razvili številni drugi terapevtski pristopi, ima kirurgija še vedno osrednjo vlogo 
pri zdravljenju raka. Je zelo uspešna lokalna metoda, ki pa je uporabna le pri solidnih in 
dostopnih oblikah raka, ki še niso prešli v fazo metastaziranja (Andraž Perhavec in Janez 




Radioterapija je tehnološko ena od bolj zahtevnih oblik lokalnega zdravljenja, pri kateri 
makromolekule poškodujemo z ionizirajočim sevanjem. To deluje tako, da pri prehodu skozi 
snov povzroči ionizacijo makromolekul. Ločimo 3 stopnje interakcije sevanja s snovjo 
(Gregor Serša in Maja Čemažar v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018): 
 
1) Fizikalna stopnja, ki je časovno najkrajša (10-15-10-12 s) in predstavlja izbitje 
elektronov iz atomov, s čimer nastanejo nestabilni atomi (ioni). 
2) Kemična stopnja, ki traja 10-9-10-3 s, in predstavlja nastanek biokemičnih sprememb 
makromolekul. Spremembe se lahko dogodijo direktno na tarčni molekuli, lahko pa 
se molekule poškodujejo posredno, preko nastanka prostih radikalov. 
3) Biološka stopnja, ki se pokaže v nekaj sekundah do nekaj let pozneje in je posledica 
nastalih biokemijskih sprememb. Tu gre za poškodbe polisaharidov, maščob, 
proteinov, najpomembnejše pa za poškodbe nukleinskih kislin, predvsem DNA, ki 
je kritična tarča ionizirajočega sevanja. 
 
 
Slika 3: DNA kot kritična tarča ionizirajočega sevanja (Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018: 186) 
Poškodbe DNA, ki jih ionizirajoče sevanje povzroči, so različne. Najpogosteje nastanejo 
enojni ali dvojni prelomi DNA, kjer se poškodujeta ena oz. obe verigi molekule DNA. 
Dvojni prelomi so težje popravljivi in pogosto vodijo v apoptozo celice (Gregor Serša in 
Maja Čemažar v Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018).  
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2.2.3 Sistemsko zdravljenje 
 
Sistemsko zdravljenje pomeni zdravljenje raka z zdravili. Poleg klasične kemoterapije 
(zdravljenje s citostatiki) se vedno pogosteje poslužujemo tudi zdravljenja s hormonskimi 
zdravili in zdravljenja z biološkimi zdravili (Tanja Čufer, Lea Knez in Aleš Mrhar v 
Onkologija – učbenik za študente medicine, 2018). Uporabljajo se zdravila, ki ciljajo DNA, 
RNA in proteine z namenom prekinitve celičnega cikla in ustavitve delitve celic. Ker 
kemoterapija deluje na vse hitro deleče se celice, ne le rakave, pač pa tudi celice lasnih 
foliklov, želodčnega epitelija in hematopoetske celice, povzroča številne hude neželene 
učinke, od izpadanja las, do slabokrvnosti in slabosti (Pecorino, 2012). Pri hormonsko 
odvisnih rakih se je za učinkovito izkazalo zdravljenje s hormonskimi zdravili, ki znižajo 
nivo hormonov oz. preprečujejo vezavo na hormonske receptorje. Ravno zaradi neželenih 
učinkov kemoterapije pa v ospredje vedno bolj stopajo tarčna zdravljenja, kot je zdravljenje 
z biološkimi tarčnimi zdravili, ki ciljajo le določene tarče rakave celice, npr. rastne faktorje, 
tirozinske kinaze idr. Posebna veja biološkega zdravljenja pa je tudi imunoterapija, kjer 
zdravila preprečijo inhibicijo delovanja imunskega sistema s strani rakave celice in tako 
okrepijo imunski odziv telesa proti raku (Tanja Čufer, Lea Knez in Aleš v Onkologija – 
učbenik za študente medicine, 2018). 
 
2.3 ELEKTROPORACIJA IN ELEKTROKEMOTERAPIJA 
 
Leta 1982 je Neumann, skupaj s sodelavci, kot prvi objavil študijo, v kateri je omenil 
elektroporacijo kot učinkovito metodo za vnos plazmidne DNA v mišje celice (Neumann in 
sod., 1982). Leta 1990 je številne podobne študije objavil tudi Tsong, ki je elektroporacijo 
definiral kot »začasno izgubo polprepustnosti celične membrane zaradi električnih pulzov, 
kar vodi do prehajanja ionov in metabolitov ter povečanega privzema zdravil in DNA v 
celico« (Tsong, 1991; Yarmush in sod., 2014). Z vstopom v 21. stoletje je elektroporacija 
postala ena od najpopularnejših nevirusnih metod celične transfekcije, tako in vitro, kot tudi 
in vivo (Shi in sod., 2018). 
 
Tarča elektroporacije je celična membrana. Ta sestoji iz fosfolipidnega dvosloja in 
predstavlja polprepustno bariero za ione in hidrofilne molekule. Poleg tega, da ločuje celice 
od okolja, omogoča tudi sintezo ATP, transport ionov in makromolekul, signaliziranje in 
medcelično komuniciranje. Večje hidrofilne molekule in ioni lahko skoznjo prehajajo le prek 
kanalov, prenašalcev in membranskih črpalk, s čimer celična membrana vzdržuje ustrezne 
koncentracijske gradiente snovi (Celična biologija, 2012). Prepustnost celične membrane pa 
se lahko spremeni, če celice izpostavimo zunanjemu električnemu polju. Z dovajanjem 
električnih pulzov namreč membrana postane prepustna tudi za snovi, ki normalno ne morejo 
prehajati prek nje, npr. različna zdravila in molekule DNA. Ko celice izpostavimo 
električnim pulzom visoke napetosti, se preko celične membrane inducira transmembranski 
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potencial in ko preseže kritično vrednost, nastale strukturne spremembe povzročijo 
povečanje membranske prepustnosti (Serša in sod., 2007).  
 
Elektroporacija je torej fizikalna metoda, pri kateri se zaradi dovajanja električnih pulzov 
ustvari razlika v transmembranskem potencialu. Ko ta doseže prag (okoli 1 V), pride do re-
organizacije lipidnih molekul, pri čemer se tvorijo (najverjetneje vodne) pore v membrani. 
Nastale spremembe so lahko reverzibilne ali ireverzibilne, odvisno od intenzitete in trajanja 
električnih pulzov ter samih celic (Tsong, 1991; Shi in sod., 2018). Reverzibilna 
elektroporacija je tista, pri kateri se v membrani tvorijo le začasne pore za vnos sicer 
neprehodnih snovi v celico, nato pa se membrana povrne v prvotno stanje (Neumann in sod., 
1982; Hjouj in sod., 2012). Pri ireverzibilni elektroporaciji pa si membrana ne opomore, kar 
vodi v smrt celice (Davalos in sod., 2005; Hjouj in sod., 2012). 
 
 
Slika 4: Molekularna dinamika nastanka vodne pore v celični membrani med elektroporacijo. (A) intaktna 
celična membrana, (B) vstop nekaj vodnih molekul preko lipidnega dvosloja, ki tvorijo t.i. »vodno pot«, (C) 





Elektrokemoterapija je oblika lokalnega zdravljenja, namen katere je uporaba 
elektroporacije za privzem citotoksičnih učinkovin, ki nato prek poškodb molekule DNA 
povzročijo celično smrt (Mir, Orlovski, 1999). Gre torej za metodo, pri kateri s pomočjo 
reverzibilne elektroporacije v membrani celice tvorimo začasne pore, prek katerih v celico 
vnesemo želene citostatike. Ti v celico vstopijo prek por z difuzijo. S tem se močno poveča 
tudi sama koncentracija citostatika v celici, kar posledično vodi v povečano citotoksičnost 
(Mir in sod., 1991). Ker je elektrokemoterapija omejena le na s tumorjem prizadeto območje, 
ni nevarnosti za sistemsko toksičnost in je zatorej varna metoda z malo stranskimi učinki 
(Schmidt in sod., 2014). 
 
Kot ustrezni kandidati za elektrokemoterapijo pridejo v poštev zdravila, ki so hidrofilna in 
za katera v membrani ni transportnega sistema, da tako ne prehajajo prosto prek membrane 
vseh celic, pač pa le celic, v katerih z elektroporacijo povzročimo nastanek por. Od številnih 
testiranih zdravil sta se do sedaj kot najprimernejša izkazala bleomicin in cisplatin (Serša in 
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sod., 2008; Serša in sod. v Handbook of electroporation, 2016). Citotoksičnost teh dveh se z 
elektroporacijo lahko poveča kar do 1000x, zato so potrebne nizke koncentracije 
citostatikov, kar pomeni, da stranskih učinkov skoraj ni (Serša in sod. v Handbook of 
electroporation, 2016). 
 
Prav tako so bile opravljene številne študije na različnih vrstah tumorjev. Danes se 
elektrokemoterapija uporablja za zdravljenje različnih čvrstih kožnih in podkožnih tumorjev 
in metastaz raka dojke, jeter, melanoma in sarkoma (Esmaeili, Friebe, 2018) idr. 
Učinkovitost elektrokemoterapije se seveda razlikuje glede na histološki tip tumorja. Če je 
učinkovitost terapije pri bazalnoceličnem karcinomu kar 90 % popolnih odzivov (CR) (Mali 
in sod., 2012), pa pri raku dojke doseže le 50 % CR (Matthiessen in sod., 2018). 
 
Pri omenjeni terapiji najprej vbrizgamo izbran citostatik intravenozno (bleomicin) ali 
intratumorsko (bleomicin ali cisplatin), nato pa se na mesto tumorja dovede električne pulze 
in sicer 8 pravokotnih električnih pulzov z napetostjo na razdaljo med elektrodama 
1300 V/cm, trajanjem pulza 100 µs in frekvenco 5 kHz. Ker je za elektrokemoterapijo 
potrebna zelo nizka doza citostatika, ne povzroča sistemske toksičnosti in stranskih učinkov, 
prisotna je lahko le bolečina med samim procesom dovajanja električnih pulzov (Serša in 
sod., 2008). 
 
Poleg nastanka por v celični membrani dovajanje električnih pulzov v tumorju inducira tudi 
prehodno zmanjšanje krvnega pretoka za 80 %, kar podaljša čas delovanja citostatika, s tem 
pa poveča njegovo učinkovitost (Serša in sod., 1999; Serša in sod., 2008). Prav tako 
citotoksični učinek elektrokemoterapije znotraj tumorja ni omejen le na tumorske celice, pač 
pa deluje tudi na stromalne celice tumorja, torej tudi na endotelne celice tumorskega žilja. 
Posledično to pomeni celično smrt teh celic, s tem pa zmanjšanje tumorskega žilja in dodaten 
udarec za tumorske celice (Serša in sod., 2018). 
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Slika 5: Shematični prikaz poteka elektrokemoterapije z bleomicinom (Serša in sod., 2008: 13) 
2.3.1.1 Bleomicin 
 
Bleomicin je protitumorsko zdravilo, ki deluje kot citostatik, kar pomeni, da ustavlja celične 
delitve in povzroča smrt celic (Chemocare, 2016). Molekularno spada v skupino naravnih 
glikopeptidov, ki jih producirajo bakterije rodu Streptomyces verticillus. Kot citostatiki se 
uporabljajo bleomicini, ki so mešanica bleomicina A2 in B2 (Hecht, 2000). 
 
Vstop bleomicina v celico je sicer možen s prenašalnimi proteini po endocitotski poti, a je 
nabor prenašalnih proteinov zelo majhen, zato sta tudi privzem bleomicina in njegovo 
citotoksično delovanje zelo omejena. Se pa slednja močno povečata ob izpostavitvi celic 
električnim pulzom, s čimer membrana postane prepustna za bleomicin (Orlowski in sod., 
1988; Serša in sod., 2008).  
 
Citostatični učinek bleomicina je posledica interakcije bleomicina z verigama molekule 
DNA. Ob interakciji pride do nastanka prostih radikalov ter preloma verige DNA, pri čemer 
se tvorijo tako enojni kot tudi dvojni prelomi in adukti vijačnice DNA. Poleg tega bleomicin 
zmanjša tudi sintezo proteinov in RNA na nižjo raven, kar še dodatno oteži nadaljnje celične 
delitve (Galba in sod., 2015). Ker so takšne poškodbe težko popravljive, to navadno vodi v 
celično smrt, saj se takšna DNA ne more več podvojevati. Hitreje kot se celice delijo, večji 
je citotoksični učinek bleomicina (Chemocare, 2016). Bleomicin za svoje delovanje 
potrebuje molekule kisika in kovinske ione, kot sta Fe2+ in Cu2+ (Hecht, 2000). 
 
Interakcija bleomicina z DNA je nespecifična in nastopi v vseh celicah, neodvisno od tipa 
tumorja in celo v normalnih celicah (Serša in sod. v Handbook of electroporation, 2016). 
Danes se bleomicin uporablja za zdravljenje melanomov, sarkomov, limfomov ter raka 
testitov in jajčnikov (Chemocare, 2016).  
14 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  





Tako kot bleomicin je tudi cisplatin protitumorsko zdravilo, a z nekoliko drugačnim 
mehanizmom delovanja. Spada namreč med t.i. alkilirajoče agense, katerih učinek je največji 
med interfazo celice (Chemocare, 2016) in s tvorbo aduktov v DNA moti podvojevanje 
DNA, s tem pa ustavlja celične delitve in spodbuja apoptozo (Serša in sod. v Handbook of 
electroporation, 2016). 
 
Kot prvi ga je sintetiziral Michele Peyrone leta 1844, a je ostal v ozadju zanimanja vse do 
sredine 1960-ih let, ko je Rosenberg s sodelavci na michiganski državni univerzi odkril, da 
nekateri produkti platine inhibirajo celične delitve E. coli. S tem je cisplatin postal 
potencialni citostatik pri zdravljenju rakavih obolenj (Dasari in Tchounwou, 2014). 
 
Skozi številne študije se je izkazalo, da je cisplatin učinkovit za zdravljenje raka na mehurju, 
metastatskega raka jajčnikov in testisov, raka dojke, prostate, materničnega vratu, pa tudi 
limfomov, sarkomov, neuroblastomov in melanomov (Chemocare, 2016). 
 
Cisplatin je majhna molekula, sestavljena iz platinovega iona, obdanega s 4 ligandi (običajno 
2 amina in 2 klorida). Je t.i. alkilirajoči agens, kar pomeni, da ima sposobnost dodati alkilne 
skupine na elektronegativne skupine molekule DNA. Dodane alkilne skupine povzročijo 
navzkrižno povezovanje gvaninskih baz molekule DNA, kar posledično prepreči odvitje 
dvojne vijačnice. Ker je ta korak ključen za podvajanje DNA, je to onemogočeno, s tem pa 
se ustavijo tudi nadaljnje celične delitve. Drugi način delovanja alkilirajočih agensov je, da 
prek alkilnih skupin povzročijo fragmentacijo molekule DNA s popravljalnimi encimi, ki 
želijo zamenjati dodane alkilirajoče baze. Lahko pa dodane alkilne skupine povzročijo 
neujemanje nukleotidov in posledično nastanek mutacij, kar ima spet za posledico smrt 
celice (DrugBank, 2019). Najpogosteje se cisplatin veže na  eno verigo (na mesto, kjer si 
zaporedno sledita gvanin in adenin), možna pa je tudi vezava na obe verigi (Goodsell, 2006).   
Tako kot pri bleomicinu je tudi pri cisplatinu vstop v celico prek celične membrane oviran. 
S pasivno difuzijo lahko prek membrane preide le polovica molekul cisplatina, ostale se 
morajo za vstop vezati na prenašalne molekule, zaradi česar je prehajanje omejeno, a vseeno 
lažje kot pri bleomicinu, saj je nabor prenašalnih molekul za prenos cisplatina večji. Vstop 
cisplatina v celico in njegovo citotoksično delovanje pa se močno povečata ob izpostavitvi 
celic električnim sunkom (Serša in sod., 2008). 
 
2.4 ZAVIRALCI POPRAVLJALNIH MEHANIZMOV 
 
Kot omenjeno zgoraj, tretiranje rakavih celic s citostatiki poškoduje molekulo DNA. Pride 
do tvorbe enojnih in dvojnih prelomov, predvsem dvojni prelomi pa so za celico usodni. 
Dvojni prelomi so poškodbe obeh verig molekule DNA, ki jih imamo za najbolj škodljive, 
saj ustavljajo celični cikel in preprečujejo nadaljnjo rast celic, kar vodi v celično smrt 
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(Bennett in sod., 1993; Panier, Boulton, 2013;). Ker inducirajo reorganizacije kromosomov, 
kot so delecije, translokacije in amplifikacije (Celeste in sod., 2003), lahko to vodi v 
aktivacijo onkogenov oz. izgubo tumor supresorskih genov, kar ima za posledico maligno 
transformacijo (Panier, Boulton, 2013). Tvorbo dvojnih prelomov inducirajo tako eksogeni 
dejavniki, kot so ionizirajoče sevanje in protirakava zdravila, kot tudi endogeni dejavniki 
prek delovanja reaktivnih kisikovih zvrsti (Beck in sod., 2014). 
 
V normalnih celicah se te poškodbe odpravljajo z več različnimi popravljalnimi mehanizmi 
DNA – popravljanje neujemanja (MMR), popravljanje z izrezom baze (BER), popravljanje 
z izrezom nukleotida (NER), homologna rekombinacija (HR), prileganje enojne vijačnice 
(SSA) in združevanje nehomolognih koncev (NHEJ). (Weil, Chen, 2011). Pri rakavih 
celicah pa želimo preprečiti popravljanje poškodb DNA ter s tem povzročiti smrt tumorskih 
celic.  
 
2.4.1 Mehanizem PARP 
 
Eden od popravljalnih mehanizmov, katerega delovanje inhibira v magistrski nalogi 
uporabljen zaviralec olaparib, je mehanizem PARP. Gre za popravljalni encim poli-ADP 
riboza polimeraza, ki pomaga pri popravljanju poškodb DNA, kot so dvojni prelomi, ki 
nastanejo po tretiranju rakavih celic s citostatikom, če pa je inhibiran (npr. z olaparibom), je 
popravljanje oteženo, kar vodi v smrt celice (Weil, Chen, 2011). PARP je družina 18 
proteinov, ki delujejo kot encimi in katalizirajo reakcijo, pri kateri se na tarčne proteine 
(topoizomeraze, DNA helikaze, histone …), ki so vezani na DNA, dodajajo molekule ADP-
riboze (Rouleau in sod., 2010). 
 
Kot prvi je bil odkrit encim PARP1, ki, za razliko od encima PARP2, poleg enojnih 
prelomov popravlja tudi dvojne prelome molekule DNA, pa tudi poškodbe zastoja 
replikacijskih vilic (Pommier in sod., 2016). V popravilo dvojnih prelomov molekule DNA 
je vključen tudi encim PARP3 (Beck in sod., 2014). Študije na miših so pokazale, da je 
izbitje genov za oba encima letalno, saj takšna celica ni sposobna popraviti nastalih poškodb 
(Ménissier de Murcia in sod., 2003; Pommier in sod., 2016). PARP1 in PARP2 sta nujna za 
pravilno delovanje popravljalnega mehanizma z izrezom baze (BER), ki je ključni 
mehanizem za popravljanje enojnih prelomov in inhibicija katerega vedno vodi v celično 
smrt. PARP proteini tako predstavljajo idealno tarčo protitumorskih terapij. Zaviralci 
proteinov PARP, kot je olaparib, namreč motijo delovanje omenjenega popravljalnega 
mehanizma, s tem pa onemogočajo učinkovito popravljanje DNA poškodb. Na ta način 
zaviralci PARP posredno povzročijo smrt tumorskih celic (Weil, Chen, 2011). 
 
Proteini PARP so sestavljeni iz dveh riboz in dveh fosfatov na enoto polimera. Najbolje 
preučen je PARP1, ki je aktiven kot homodimer. Ima 3 funkcionalne domene, in sicer 
DNA- vezavno domeno, avtomodifikacijsko domeno in katalitično domeno. DNA-vezavna 
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domena predstavlja 42 kDa velik amino konec proteina PARP in vsebuje 3 cinkove prste. 
Dva sta odgovorna za vezavo PARP1 na nastali prelom DNA verige, tretji pa za katalitično 
aktivnost. Avtomodifikacijska domena vsebuje glutamat in lizin, ki vežeta ADP-riboze, kar 
rezultira v avto-poli(ADP) ribozilaciji. 55 kDa velika katalitična domena pa predstavlja 
C- konec proteina PARP in je odgovorna za prenos ADP-riboz iz NAD+ na proteinske 
receptorje znotraj te domene (Weil, Chen, 2011).  
 
Ob nastanku enojnega preloma pride do aktivacije PARP1, ki deluje kot označevalec DNA, 
ki opozarja na prisotnost enojnega preloma in s tem rekrutira popravljalne mehanizme DNA 
(Bouchard in sod., 2003; Dziadkowiec in sod., 2016). PARP1, skupaj s PARP3, poleg 
enojnih prelomov popravlja tudi dvojne prelome molekule DNA, saj se ob tvorbi dvojnih 
prelomov aktivirata PARP1 in PARP3, ki nato prek tvorbe PAR promovirata popravljanje 
dvojnih prelomov (Beck in sod., 2014). 
 
Po vezavi na DNA, PARP1 poveča svojo katalitično aktivnost in z uporabo NAD+ tvori 
polimere poli-ADP riboze (PAR), ki jih prenese na akceptorske proteine popravljalnih 
proteinov ter na samega nase. Ta vezava polimerov PAR samega nase rekrutira številne 
ostale proteine na mesto nastale poškodbe DNA in aktivira popravljalne mehanizme 




Olaparib je zaviralec popravljalnega encima poli-ADP riboza polimeraza (t.i. PARP).  
Osnovni princip delovanja zaviralcev PARP je inhibicija mehanizma BER, kar prepreči 
popravljanje enojnih prelomov, ki nastanejo po tretiranju rakavih celic s citostatiki. Zaviralci 
PARP namreč tekmujejo z molekulo NAD+ za vezavo na aktivno mesto encima in, če je na 
PARP vezan zaviralec, to onemogoči vezavo NAD+, s tem pa ne pride do tvorbe PAR, ki so 
nujni za rekrutiranje popravljalnih mehanizmov. (Weil, Chen, 2011). 
 
Poleg olapariba so fazo III kliničnih testiranj prestali še talazoparib, niraparib in veliparib, 
ki imajo, tako kot olaparib, učinkovito protitumorsko delovanje. Prav olaparib je nedavno 
dobil odobritev pristojnih agencij za zdravila in se uporablja za zdravljenje življenjsko 
ogrožajočih bolezni (Dziadkowiec in sod., 2016). Delovanje vseh je usmerjeno proti 
proteinoma PARP1 in PARP2 (Pommier in sod., 2016).  
 
Zaviralci PARP so trenutno v EU v postopku odobritve zdravljenja HER-2 negativnega raka 
dojke z mutacijo BRCA kot monoterapija, testirali pa so tudi že delovanje zaviralcev PARP 
v kombinaciji s sistemsko kemoterapijo s citostatiki, vključno s cisplatinom. Žal se je 
izkazalo, da kombinacija zaviralcev PARP s sistemsko kemoterapijo povzroči še več 
neželenih učinkov, predvsem zaradi visokih odmerkov citostatikov (Pommier in sod., 2016; 
Yarchoan in sod., 2017). Ker pa se nasprotno pri elektrokemoterapiji uporabljajo nizki 
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odmerki citostatikov, bi bilo za zdravljenje metastaz raka dojke smiselno kombinirati 
elektrokemoterapijo s citostatiki z zaviralcem PARP. Sama elektrokemoterapija pri 
zdravljenju metastaz raka dojke namreč dosega le okoli 50 % CR (Matthiessen in sod., 
2018), kombinacija z zaviralcem PARP pa bi delovanje najverjetneje okrepila. Citostatik bi 
v celici povzročil nastanek poškodb DNA, ki pa se, zaradi prisotnosti zaviralca PARP, ki 
zavira delovanje popravljalnih mehanizmov, ne bi uspele popraviti, kar bi imelo za posledico 
smrt rakave celice.  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Ekperimentalni del magistrskega dela smo naredili med letoma 2018 in 2019 na Oddelku za 







- Pipete različnih velikosti – 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml (Stripete Corning Costar, 
Corning Incorporated, NY, ZDA) 
- Pipete velikosti 10 – 1000 µl (RAININ, Mettler-Toledo Rainin, LLC, Oakland, 
Kalifornija, ZDA) 
- Sterilni nastavki za pipete (RAININ, Mettler-Toledo Rainin, LLC, Oakland, 
Kalifornija, ZDA) 
- Večkanalna avtomatska pipeta (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
- 1,5 ml sterilne plastične mikrocentrifugirke 
- 15 ml sterilne plastične centrifugirke (VWR, VWR International, LLC, Radnor 
Corporate Center, PA, ZDA) 
- 50 ml sterilne plastične centrifugirke  (Falcon, Corning Science, Mehika) 
- Plastične banjice (Costar, Corning Incorporated, NY, ZDA) 
- Hemocitometer 
- Sterilne gaze 
- Čaše 
- 70 % etanol za razkuževanje elektrod 
- Invertni fluorescentni mikroskop IX-70 (Olympus, Hamburg, Nemčija) 
- Svetlobni mikroskop BX-51 (Olympus, Hamburg, Nemčija) 
- Digitalna kamera DB72 CCD (Olympus, Hamburg, Nemčija) 
- Konfokalni mikroskop LSM800 (Zeiss, Oberkochen, Nemčija) 
- Centrifuga, Heraeus Multifuge 1S-R Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Centrifuga Heraeus Megafuge 1.0 R (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Centrifuga Centrifuge 5430R (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
- Centrifuga za pripravo citospinov (Shandon Cytospin II Cytocentrifuge, Shandon, 
Thermo Fisher Scientific) 
- Plošče z zmanjšano možnostjo pritrjevanja celic in 24 vdolbinicami (Costar 24-well 
plate, with lid, flat bottom, ultra-low attachment surface, Corning Inc, Corning, 
ZDA) 
- Plošče z zmanjšano možnostjo pritrjevanja celic in 96 vdolbinicami (VWR Tissue 
Culture Plates, 96-well, VWR International, LLC, Radnor Corporate Center, PA, 
ZDA) 
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- Plošče z zmanjšano možnostjo pritrjevanja celic in 96 vdolbinicami z okroglim dnom 
(Ultra low cluster, 96-well, with lid, round bottom, ultra-low attachment surface, 
Corning Inc, Corning, ZDA) 
- Ibidi mikroskopirne ploščice z 8 vdolbinicami (Ibidi GmbH, Martinsried, Nemčija) 
- LabTech ploščice z 8 vdolbinicami (BD Biosciences, Erembodegem, Belgija) 
- 6 cm petrijevke (VWR, VWR International, LLC, Radnor Corporate Center, PA, 
ZDA) 
- 15 cm petrijevke za gojenje celičnih linij (VWR, VWR International, LLC, Radnor 
Corporate Center, PA, ZDA) 
- Objektna stekelca za pripravo citospinov (Superfrost TM Plus Microscope Slides, 
Thermo Fisher Scientific) 
- Čitalec mikrotiterskih plošč (Infinite 200, Tecan, Männendorf, Švica) 
- Elektroporator GHT (Fakulteta za elektrotehniko, UL, Ljubljana) in ploščate 
elektrode iz nerjavečega jekla z razmikom 2 mm  
 
3.1.2 Gojišče in dodatki 
 
- Gojišče AMEM – Advanced Minimum Essential Medium (Gibco, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) 
- 5 % fetalni goveji serum (FBS; Fetal Bovine Serum, Gibco, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) 
- Hidroksimetilceluloza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA) 
 
Gojišču AMEM smo dodali fetalni goveji serum (FBS) v končni koncentraciji 5 %. 
Hidroksimetilcelulozo smo pripravili v mediju AMEM v končni koncentraciji 20 % (oz. pri 
sferoidih 10 %). 
 
3.1.3 Celična linija 
 
- MCF-7 (ATCC – American Type Culture Collection, Manassas, Virginija, ZDA) – 
humana celična linija karcinoma dojk, ki je BRCA-nemutirana, z izraženim 
estrogenskim, progesteronskim receptorjem in receptorjem HER-2. 
 
3.1.4 Raztopine in reagenti 
 
CITOSTATIKI 
- Bleomicin (Bleomycin medac, Medac, Wedel, Nemčija) – pripravili iz založne 
raztopine s koncentracijo 3 mg/ml tako, da so bile končne koncentracije v celični 
suspenziji: 0,141 µM (0,2 µg/ml), 0,35 µM (0,5 µg/ml), 0,7 µM (1 µg/ml), 1,13 µM 
(1,6 µg/ml) in 1,41 µM (2 µg/ml). 
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- Cisplatin (Kabi, Fresenius Kabi, Indija) – pripravili iz založne koncentracije 1 mg/ml 
tako, da so bile končne koncentracije v celični suspenziji: 0,17 µM (0,00005 mg/ml), 
1,7 µM (0,005 mg/ml), 17 µM (0,005 mg/ml) in 170 µM (0,05 mg/ml). 
 
INHIBITORJI  
- Olaparib (Selleckchem, Munchen, Nemčija) – pripravili iz založne koncentracije 
10 mM tako, da so bile končne koncentracije v celični suspenziji 0,1 µM, 0,5 µM, 
1 µM, 5 µM in 10 µM. 
 
BARVANJE PO GIEMSI 
- Absolutni metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA) 
- Giemsa barvilo (Giemsa Azure methylene blue solution, Merck Milipore, Merck, 
Nemčija) 
- Medij za pokrivanje objektnih stekelc (Coverslipping Resin, Tissue-Tek, Sakura 
Finetek Europe, Alphen aan den Rijn, Nizozemska) 
 
BARVANJE DVOJNIH PRELOMOV  
- 4 % paraformaldehid (Alfa Aesa, Thermo Fisher, Nemčija) 
- HBSS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- WGA (Abcam, Cambridge, VB) – redčili v HBSS s končno koncentracijo 1:1000 
- 0,1 % Triton X-100 – pripravili iz založne koncentracije 10 % tako, da je bila končna 
koncentracija pri celicah 0,1 %. 
- Donkey serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA) 
- Raztopina za blokiranje nespecifičnih vezavnih mest (Abcam, Cambridge, VB) – 
pripravili iz 0,1 % Tween, 22,52 mg/ml glicina in 5 % Donkey serum. 
- Primarna protitelesa: 
Anti-gamma H2AX (phospho S139)Ab[9F3](ab26350); mišja monoklonska – 
dodana v raztopino iz 0,1 % Tween, 22,52 mg/ml glicina in 2 % Donkey serum v 
razmerju 1/500 (Abcam, Cambridge, VB). 
- Sekundarna protitelesa: 
Donkey Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor 488) (ab150105); proti anti-gamma 
H2AX – dodana v raztopino iz 22,52 mg/ml glicina in 2 % Donkey serum v razmerju 
1/500 (Abcam, Cambridge, VB). 
- Hoechst 33258, pentahidrat (1 µg/ml; Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- ProLong Gold Diamond Antifade Mount (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 
OSTALE RAZTOPINE IN REAGENTI 
- 1x fosfatni pufer PBS (Phosphate Buffered Saline, Merck Milipore, Darmstadt, 
Nemčija) 
- 0,25 % raztopina tripsina z dodanim EDTA (etilendiamin tetraacetat) v Hankovem 
pufru (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
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- Elektroporacijski pufer – 125 mmol/L saharoza, 10 nmol/L K2HPO4, 2,5 mmol/L 
KH2PO4, 2 mmol/L MgCl2 ∙ 6 H2O 
- PrestoBlueTM Cell Viability Reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Fiziološka raztopina (B Braun, Melsungen, Nemčija) 
- 4 % paraformaldehid (Alfa Aesa, Thermo Fisher, Nemčija) 




3.2.1 Gojenje in priprava celic 
 
Uporabili smo humano celično linijo karcinoma dojke MCF-7, ki je BRCA-nemutirana, z 
izraženimi estrogenskim, progesteronskim receptorjem in receptorjem HER-2 (Comsa in 
sod., 2015). Celice MCF-7 smo gojili v gojišču AMEM, ki smo mu predhodno dodali fetalni 
goveji serum (FBS) v končni koncentraciji 5 % (vol/vol), 100 U/ml penicilina, 10 mM 
L- glutamina in 50 µg/ml gentamicina. Celice smo po nasaditvi na 15 cm petrijeve plošče 
gojili v inkubatorju v vlažni atmosferi s 5 % CO2 ter pri temperaturi 37 °C.  
 
Za in vitro poskuse smo uporabili celice, ki so bile v eksponentni fazi rasti, samo rast in 
gostoto rasti celic pa smo preverili pod svetlobnim mikroskopom. Celicam smo sprva 
odstranili gojišče, ki smo ga odpipetirali v sterilno 50 ml centrifugirko, nato pa smo jih sprali 
z 1x fosfatnim pufrom (PBS). Celice smo nato z dodatkom 0,25 % raztopine tripsina z 
dodanim EDTA v Hankovem pufru ločili od podlage, kar smo preverili pod svetlobnim 
mikroskopom. Delovanje tripsina smo inaktivirali tako, da smo v petrijevo ploščo z 
odlepljenimi celicami dodali enako količino prej odstranjenega gojišča, nato pa vse skupaj 
prenesli v sterilno 50 ml centrifugirko. Celično suspenzijo smo centrifugirali (5 min, 1500 
obratov/min, sobna temperatura), s čimer smo celice ločili od gojišča. Supernatant, ki 
predstavlja gojišče in inaktiviran tripsin, smo previdno odstranili, pelet na dnu centrifugirke, 
ki predstavlja celice, pa smo raztopili v ustrezni količini medija ali elektroporacijskega pufra. 
Na ta način smo dobili celično suspenzijo, primerno za nadaljnje poskuse. 
 
3.2.2 Določanje učinkov elektrokemoterapije s cisplatinom ali bleomicinom 
samostojno ali v kombinaciji z olaparibom na 2D celičnih kulturah 
 
3.2.2.1 Elektrokemoterapija celic z bleomicinom oz. cisplatinom 
 
Celice smo pripravili po zgoraj opisanem postopku, pelet pa resuspendirali v 5 ml hladnega 
(4 °C) elektroporacijskega pufra. Tako resuspendirane celice smo ponovno centrifugirali pri 
enakih pogojih, supernatant odstranili, celice pa resuspendirali v 150 – 300 µl (odvisno od 
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velikosti peleta) hladnega elektroporacijskega pufra. Od tega koraka naprej smo celice ves 
čas hranili na ledu.  
 
Preden smo celice prešteli, smo jih 100x redčili. V 1,5 ml centrifugirko smo odpipetirali 
990 µl PBS ter ji dodali 10 µl celic, nato pa smo 10 µl tako pripravljene redčitve odpipetirali 
na hemocitometer ter celice prešteli pod mikroskopom. S pomočjo spodnje formule (1) smo 
najprej izračunali število celic/ml suspenzije, iz tega pa smo preračunali število celic v naši 




∙ 𝑅 ∙ 104         … (1) 
N = število celic 
R = redčitev 
 
Ker za 1 elektroporacijo potrebujemo 1 × 106 celic v 40 µl, smo število preštetih celic v naši 
suspenziji pomnožili s 40 ter od rezultata odšteli izmerjeni volumen celične suspenzije, s 
čimer smo izračunali volumen elektroporacijskega pufra, ki ga je bilo treba dodati v 
centrifugirko s celicami, da smo dobili pravilno koncentracijo celic v celični suspenziji. 
Prižgali smo elektroporator in na njem nastavili ustrezne parametre: 
- Napetost pulzov (Up) = 260 V 
- Trajanje pulzov (Tp) = 100 µs 
- Interval (P) = 1000 ms 
- Število pulzov (R) = 8 
 
Pripravili smo si 10 1,5 ml centrifugirk, v vsako odpipetirali 40 µl celic ter 10 µl ustrezne 
raztopine (fiziološko raztopino za kontrolno skupino, elektroporacijski pufer za kontrolno 
skupino elektroporacije oz. ustrezno redčitev bleomicina/cisplatina) in jih dali na led. Pri 
elektrokemoterapiji z bleomicinom smo uporabili bleomicin s končnimi koncentracijami pri 
celicah 0,141 µM , 0,35 µM, 0,7 µM in 1,41 µM, za nadaljnje poskuse pa smo nato uporabili 
koncentracijo, ki ubije 50 % celic. Pri elektrokemoterapiji s cisplatinom pa smo uporabili 
cisplatin s končnimi koncentracijami pri celicah 0,17 µM, 1,7 µM, 17 µM in 170 µM, za 
nadaljnje poskuse pa smo nato spet uporabili koncentracijo, ki ubije 50 % celic. Uporabljene 
koncentracije smo izbrali glede na dostopne podatke iz literature. Za vzorce brez 
elektroporacije smo vseh 50 µl mešanice prenesli direktno na ultra low attachment testno 
ploščo s 24 vdolbinicami ter jim dodali 1 ml gojišča. Za elektroporirane vzorce pa smo vseh 
50 µl mešanice odpipetirali med 2 vzporedni jekleni ploščati elektrodi z razmikom 2 mm ter 
izvedli elektroporacijo celic. Dovedli smo 8 pravokotnih električnih pulzov z napetostjo na 
razdaljo med elektrodama 1300 V/cm, frekvenco 1 Hz in trajanjem 100 µs. Po elektroporaciji 
smo suspenzijo iz elektrod stresli na ultra low attachment testno ploščo s 24 vdolbinicami 
ter ji po 5-minutni inkubaciji na sobni temperaturi dodali 1 ml gojišča. Elektrode smo med 
posameznimi elektroporacijami spirali v 70 % etanolu in jih nato dobro obrisali v sterilno 
gazo. 
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3.2.2.2 Test preživetja celic 
 
Test preživetja celic ali test citotoksičnosti je test, pri katerem celicam dodamo barvilo Presto 
Blue in na ta način določimo metabolno aktivne celice. Presto Blue je barvilo, ki vsebuje 
resazurin, ki se v živih in metabolno aktivnih celicah metabolizira v fluorescenten produkt 
rezofurin, ki ga spektrofotometrično zaznamo.  
 
Elektroporirane in s citostatiki tretirane celice smo nasadili na mikrotitrske ploščice s 96 
vdolbinicami. Nasadili smo 2500 celic/vdolbinico s končnim volumnom 100 µl/vdolbinico. 
Za vsako paralelko smo si v 15 ml centrifugirkah zmešali primeren volumen celične 
suspenzije in gojišča, nato pa 100 µl mešanice odpipetirali v vsako vdolbinico. V eno vrstico 
mikrotitrske ploščice pa smo odpipetirali po 100 µl gojišča/vdolbinico, s čimer smo dobili 
negativni vzorec. Ploščico smo nato inkubirali 72 ur v inkubatorju pri 37 °C ter 5 % CO2. 
Po 3-dnevni inkubaciji smo v vsako vdolbinico mikrotitrske ploščice dodali 10 µl barvila 
Presto Blue, nato pa smo ploščico 1 uro inkubirali pri temperaturi 37 °C in 5 % CO2. Po 
končani inkubaciji smo s čitalcem mikrotitrskih plošč izmerili intenziteto fluorescence pri 
valovnih dolžinah 535 nm (ekscitacija) in 595 nm (emisija).  
 
Dobljene rezultate smo obdelali v programu Excel in sicer tako, da smo od izmerjene 
vrednosti vsake vdolbinice odšteli negativni vzorec (fluorescenca gojišča celic), nato pa smo 
vrednosti fluorescence normalizirali glede na kontrolno skupino ter tako za vsako paralelko 
posebej izračunali delež preživelih celic. Rezultate smo prikazali tudi grafično, s pomočjo 
programa SigmaPlot 13.0.  
 
3.2.2.3 Tretiranje celic z zaviralcem olaparib 
 
Za ugotavljanje citotoksičnega učinka olapariba smo olaparib celicam le dodali, brez 
elektroporacije, saj je olaparib lipofilna molekula, ki zlahka prehaja lipidni dvosloj. 
Po tripsinizaciji, centrifugiranju in 100x redčenju celic smo celice prešteli, nato pa 
preračunali število celic/ml suspenzije. Celice smo nasadili na mikrotitrsko ploščo s 96 
vdolbinicami, in sicer smo nasadili 3000 celic/vdolbinico, s končnim volumnom 100 µl. 
Najprej smo si v centrifugirki pripravili ustrezno mešanico celic in medija, nato pa po 90 µl 
tako pripravljene suspenzije odpipetirali v vdolbinice mikrotitrske ploščice. V vsako 
vdolbinico smo dodali še 10 µl olapariba ustrezne redčitve, tako, da so bile končne 
koncentracije pri celicah 1 µM, 5 µM in 10 µM, nato pa ploščo inkubirali 3 dni pri 
temperaturi 37 °C in 5 % CO2. 
 
Po 3-dnevni inkubaciji smo s testom preživetja celic z barvilom Presto Blue določili delež 
preživelih celic, enako kot je opisano zgoraj. 
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3.2.2.4 Kombinacija elektrokemoterapije celic z bleomicinom oz. cisplatinom in 
zaviralcem olaparib 
 
Celice za elektroporacijo smo pripravili kot opisano v poglavju 3.2.2.1. Na podlagi 
rezultatov testa citotoksičnosti smo določili koncentracijo citostatikov, ki ubije 50 % celic. 
To koncentracijo smo uporabili za nadaljnje poskuse kombinacije z olaparibom.  
 
Pripravili smo si 4 1,5 ml centrifugirke in v vsako odpipetirali 40 µl celic ter 10 µl ustrezne 
raztopine – fiziološko raztopino za kontrolno skupino, elektroporacijski pufer za kontrolno 
skupino elektroporacije oz. ustrezno redčitev bleomicina/cisplatina (bleomicin s končno 
koncentracijo pri celicah 1,13 µM in cisplatin s končno koncentracijo pri celicah 17 µM). 
Vzorce smo dali na led. Za vzorce brez elektroporacije smo vseh 50 µl mešanice prenesli 
direktno na ultra low attachment testno ploščo s 24 vdolbinicami ter jim dodali 1 ml gojišča. 
Za elektroporirane vzorce pa smo vseh 50 µl mešanice odpipetirali med 2 vzporedni jekleni 
ploščati elektrodi z razmikom 2 mm ter izvedli elektroporacijo celic. Po elektroporaciji smo 
suspenzijo iz elektrod stresli na ultra low attachment testno ploščo s 24 vdolbinicami ter ji 
po 5 minutni inkubaciji na sobni temperaturi dodali 1 ml gojišča.  
 
Tretirane celice smo nasadili na mikrotitrske ploščice z 96 vdolbinicami. Nasadili smo 3000 
celic/vdolbinico s končnim volumnom 100 µl/vdolbinico. Za vsako paralelko smo si v 5 ml 
epicah zmešali primeren volumen celične suspenzije in gojišča, nato pa smo 90 µl mešanice 
odpipetirali v mikrotitrske ploščice ter v vsako vdolbinico dodali še 10 µl olapariba s končno 
koncentracijo pri celicah 5 µM. V eno vrstico mikrotitrske ploščice pa smo odpipetirali po 
100 µl gojišča/vdolbinico, s čimer smo dobili slepi vzorec. Ploščico smo nato inkubirali v 
inkubatorju pri 37 °C ter 5 % CO2 2 uri, 3 dni in 5 dni.  
 
Po 2-urni oz. 3- in 5-dnevni inkubaciji smo s testom preživetja celic z barvilom Presto Blue 
določili delež preživelih celic. Od dobljenih rezultatov smo najprej odšteli ozadje 
(fluorescenca gojišča celic), nato pa vrednosti fluorescence vseh dni normalizirali glede na 
kontrolno skupino oz. kontrolno skupino z dodanim olaparibom posameznega dne (s čimer 
smo odšteli citotoksični učinek olapariba) ter za vsako paralelko in vsak dan posebej 
izračunali delež preživelih celic, iz tega pa nato s programom SigmaPlot 13.0 izrisali 
stolpične diagrame. Vrednosti fluorescence vseh dni smo normalizirali tudi glede na 
kontrolno skupino in kontrolno skupino elektroporacije na dan 0, iz dobljenih vrednosti pa 
smo narisali rastne krivulje celic posamezne skupine. 
 
3.2.2.5 Barvanje po Giemsi 
 
Za določanje morfoloških sprememb celic z diferencialnim barvanjem po Giemsi smo celice 
naprej elektroporirali po zgoraj opisanem postopku (poglavje 3.2.2.1) oz. tretirali z 
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ustreznimi redčitvami bleomicina/cisplatina ter olaparibom. Pripravili smo si 12 paralelk, 6 
brez in 6 z dodanim olaparibom. Paralelke so bile naslednje: 
 
Brez olapariba: 
- Kontrolna skupina. 
- Kontrolna skupina za elektroporacijo. 
- Skupina z dodanim bleomicinom oz. cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah, 
ki ubije 50 % celic. 
- Skupina z dodanim bleomicinom oz. cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah, 
ki ubije 50 % celic in elektroporacijo. 
 
Z dodanim olaparibom s končno koncentracijo pri celicah 5 µM 
- Kontrolna skupina + olaparib. 
- Kontrolna skupina za elektroporacijo + olaparib. 
- Skupina z dodanim bleomicinom oz. cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah, 
ki ubije 50 % celic + olaparib (5 µM). 
- Skupina z dodanim bleomicinom oz. cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah, 
ki ubije 50 % celic in elektroporacijo + olaparib (5 µM). 
 
Po elektroporaciji smo vseh 50 µl celične suspenzije prenesli na 6 cm petrijevke. Skupinam 
brez olapariba smo dodali 2 ml gojišča, skupinam z olaparibom pa 2 ml gojišča ter 200 µl 
olapariba, tako da je bila njegova končna koncentracija v suspenziji 5 µM. Petrijevke s 
celicami smo nato inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C ter 5 % CO2. 
 
Po 24-urni inkubaciji smo iz vseh petrijevk odstranili gojišče, celice tripsinizirali in nato 
centrifugirali 5 min pri sobni temperaturi in 1500 obratih/min. Dobljen pelet smo 
resuspendirali v PBS, nato pa prenesli po 5 µl te suspenzije v 1,5 ml centrifugirke in v vsako 
dodali 75 µl PBS, tako da je bil končni volumen v centrifugirki 80 µl, v katerem je bilo 104 
celic. Celične suspenzije smo iz centrifugirk prenesli na citospin ter jih 4 minute 
centrifugirali pri 1000 obratih/min. S tem smo dosegli, da so se celice skoncentrirale na 
objektna stekelca, ki smo jih nato 30 minut sušili na zraku. Temu je sledila 15-minutna 
inkubacija objektnikov v absolutnem metanolu ter trikratno spiranje z vodovodno vodo. V 
15 ml centrifugirki smo pripravili 5,6 ml fosfatnega pufra za Giemso in 1 ml barvila, tako 
dobljeno razredčeno barvilo Giemsa pa smo nato nakapali na objektna stekelca ter pustili 15 
minut. Po pretečenih 15 minutah smo odvečno barvilo odlili ter objektnike previdno sprali z 
vodovodno vodo, nato pa pustili čez noč, da so se posušili na zraku. Naslednji dan smo na 
objektna stekelca nakapali medij za pokrivanje ter vsakega posebej pokrili s krovnim 
stekelcem. Morfološke spremembe smo si nato pogledali pod svetlobnim mikroskopom 
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3.2.3 Določanje učinkov elektrokemoterapije s cisplatinom ali bleomicinom 
samostojno ali v kombinaciji z olaparibom na 3D celičnih kulturah, sferoidih 
 
3.2.3.1 Priprava sferoidov 
 
Sferoide (in vitro 3D celične kulture) smo pripravili tako, da smo iz 15 cm petrijevke s 
celicami najprej odstranili gojišče, celice sprali s pufrom PBS ter jih z dodatkom tripsina 
odlepili od podlage. Tripsin smo inaktivirali s prej odstranjenim gojiščem, nato pa smo 
celotno celično suspenzijo prenesli v sterilno 50 ml centrifugirko in centrifugirali 5 min pri 
1500 obratih/min. Po centrifugiranju smo supernatant previdno odlili, pelet resuspendirali v 
1 ml svežega gojišča, nato pa celice 10x redčili (10 µl celic v 90 µl PBS) ter prešteli pod 
hemocitometrom. Iz števila preštetih celic smo preračunali število celic/ml celične 
suspenzije. Celice smo nasadili na low attachment mikrotitrske ploščice z 96 vdolbinicami 
z okroglim dnom, in sicer 1000 celic/vdolbinico. Najprej smo si v sterilni centrifugirki 
zmešali primerno količino celic in gojišča (50 % gojišča AMEM in 50 % 
hidroksimetilceluloze), nato pa v vsako vdolbinico odpipetirali po 100 µl tako pripravljene 
suspenzije. Ploščico smo inkubirali 3 dni pri 37 °C in 5 % CO2, da so se oblikovali sferoidi, 
primerni za nadaljnje delo. 
 
3.2.3.2 Spremljanje rasti sferoidov 
 
Po elektrokemoterapiji sferoidov smo spremljali rast tretiranih sferoidov, in sicer tako, da 
smo sferoide pogledali z invertnim mikroskopom Olympus IX-70 pod 10-kratno povečavo 
ter jim v programu Cell Dens (Olympus) izmerili premer in površino. Merili smo na dan 0, 
dan 3, dan 5 in dan 7. Rezultate smo obdelali s programom Excel. Povprečne vrednosti 
posameznih skupin ostalih dni smo normalizirali na kontrolno skupino dneva 0. Rezultate 
smo prikazali tudi grafično, s pomočjo programa Sigma Plot 13.0. Izdelali smo graf ločeno 
za premer in površino. Ob vsaki meritvi smo sferoide tudi poslikali z digitalno kamero 
Olympus DP72 (Olympus). 
 
3.2.3.3 Priprava sferoidov za histologijo 
 
Sferoide smo za histologijo pripravili tako, da smo po 3-dnevni inkubaciji vzeli 3 sferoide 
ter jih dali v 1,5 ml mikrocentrifugirko. Ko so se usedli na dno, smo s pipeto previdno 
odstranili gojišče, dodali 100 µl 4 % paraformaldehida in 10 µl hematoksilin eozina ter 
pustili inkubirati čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan smo najprej odstranili 
paraformaldehid in hematoksilin eozin, nato pa dodali 70 % etanol. Tako pripravljene 
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3.2.3.4 Tretiranje sferoidov z olaparibom 
 
Poleg elektrokemoterapije sferoidov s citostatikom in olaparibom smo nekaj sferoidov 
tretirali le z olaparibom, s čimer smo želeli pokazati, da olaparib sam na celice ne deluje 
toksično. Sferoide primerne velikosti smo iz mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami prenesli 
v novo mikrotitrsko ploščico in sicer tako, da smo sferoid prenesli v vdolbinico skupaj z 
90 µl gojišča. Temu smo nato dodali še 10 µl olapariba ustrezne koncentracije ter ploščico 
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2 do 7 dni. Sferoide smo poslikali na dan 0, dan 3 in dan 5. 
 
3.2.3.5 Elektroporacija sferoidov s citostatikom bleomicin oz. cisplatin ter zaviralcem 
olaparib 
 
Po 3-dnevni inkubaciji so bili sferoidi oblikovani in primerne velikosti za nadaljnje delo. 
Pripravili smo si 8 skupin sferoidov s povprečnim premerom 600 µm, 4 skupine brez in 4 
skupine z dodanim olaparibom, in sicer: 
 
Brez olapariba: 
- Kontrolna skupina. 
- Kontrolna skupina za elektroporacijo. 
- Skupina z dodanim bleomicinom s končno koncentracijo pri celicah 1,13 µM oz. 
cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah 17 µM. 
- Skupina z dodanim bleomicinom s končno koncentracijo pri celicah 1,13 µM oz. 
cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah 17 µM in elektroporacijo. 
 
Z dodanim olaparibom s končno koncentracijo pri celicah 5 µM: 
- Kontrolna skupina + olaparib. 
- Kontrolna skupina za elektroporacijo + olaparib. 
- Skupina z dodanim bleomicinom s končno koncentracijo pri celicah 1,13 µM oz. 
cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah 17 µM + olaparib (5 µM). 
- Skupina z dodanim bleomicinom s končno koncentracijo pri celicah 1,13 µM oz. 
cisplatinom s končno koncentracijo pri celicah 17 µM in elektroporacijo + olaparib 
(5 µM). 
 
Za vsako skupino posebej smo iz mikrotitrske ploščice na 6 cm petrijevke s posebnimi 
nastavki za sferoide odpipetirali po 3 sferoide. Previdno smo odstranili gojišče okoli 
sferoida, nato pa mu dodali 40 µl elektroporacijskega pufra in 10 µl ustrezne raztopine – 
fiziološko raztopino za kontrolno skupino, elektroporacijski pufer za kontrolno skupino 
elektroporacije oz. ustrezno redčitev bleomicina/cisplatina. Za skupine z elektroporacijo 
smo porirali vsak sferoid posebej. Uporabili smo sterilne ploščate elektrode iz nerjavečega 
jekla, ki smo jih namestili zraven sferoida v petrijevki ter vsakemu sferoidu posebej dovedli 
8 pravokotnih električnih pulzov z napetostjo na razdaljo med elektrodama 1300 V/cm, 
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frekvenco 1 Hz in trajanjem 100 µs. Po elektroporaciji smo sferoide, skupaj s 50 µl raztopine, 
prenesli v sterilno low attachment mikrotitrsko ploščico z 96 vdolbinicami z okroglim dnom, 
vsak sferoid v svojo vdolbinico. Skupine brez elektroporacije pa smo 5 minut pustili v 6 cm 
petrijevkah, nato pa smo tudi te skupaj s 50 µl  raztopine prenesli v sterilno low attachment 
mikrotitrsko ploščico z 96 vdolbinicami z okroglim dnom. V vsako vdolbinico smo dodali 
100 µl medija (50 % gojišča AMEM in 50 % hidroksimetilceluloze) oz. 85 µl medija ter 
15 µl olapariba ,tako da je bila njegova končna koncentracija pri celicah 5 µM, končni 
volumen vdolbinice pa 150 µl. Mikrotitrsko ploščico smo nato inkubirali 3 dni, 5 dni in 7 
dni pri 37 °C in 75 % CO2. Rast sferoidov smo spremljali tako, kot je opisano v poglavju 
3.2.3.2. 
 
3.2.4 Določanje mehanizma delovanja kombinacije z barvanjem dvojnih prelomov 
 
Za barvanje dvojnih prelomov smo uporabili le celice, ki smo jih predhodno tretirali z 
bleomicinom oz. kombinacijo bleomicina in olapariba, saj je bleomicin kemoterapevtik, ki 
v celicah povzroča dvojne prelome molekule DNA (Galba in sod., 2015), olaparib pa kot 
zaviralec popravljalnega mehanizma PARP preprečuje popravljanje tako nastalih dvojnih 
prelomov, kar vodi v smrt rakave celice (Weil, Chen; 2011). 
Barvali smo žarišča γ-H2AX.  
 
H2AX je histonski protein, vpleten v signalizacijo in popravljanje dvojnih prelomov 
molekule DNA (Rogakou in sod., 1999; Harada in sod., 2014). γ-H2AX lahko mikroskopsko 
zaznamo s specifičnimi anti- γ-H2AX protitelesi, s tem pa posredno zaznamo nastale dvojne 
prelome. Mi smo uporabili dvojna protitelesa. Primarna protitelesa (anti- γ-H2AX) so se na 
mestu dvojnih prelomov vezala na fosforilirano obliko proteina H2AX, γ-H2AX. Na ta pa 
so se nato vezala fluorescentno označena sekundarna protitelesa, ki smo jih lahko 
mikroskopsko zaznali s konfokalnim mikroskopom in so svetila zeleno. Jedra celic smo 
obarvali z barvilom Hoechst 33258 in so pod mikroskopom svetila modro, rdeče pa smo 
obarvali membrane celic z barvilom WGA. 
 
3.2.4.1 Barvanje dvojnih prelomov z anti- γ-H2AX 
 
Za detekcijo preko proteina γ-H2AX smo uporabili mišja monoklonska primarna protitelesa 
anti- γ-H2AX  ter fluorescentno označena oslovska sekundarna protitelesa.  
 
Celice smo tripsinizirali in centrifugirali, pelet pa resuspendirali v 1 ml gojišča AMEM. 
Naredili smo 100x redčitev, celice prešteli ter izračunali število celic/ml suspenzije. 
Pripravili smo si Ibidi mikroskopirne ploščice z 8 vdolbinicami (t. j. ploščice, iz katerih po 
končanem barvanju odstraniš vdolbinice, tako da dobiš le objektno stekelce, ki ga nato 
prekriješ še s krovnim stekelcem) in nanje nasadili 4 × 104 celic/vdolbinico oz. 5 × 104 
celic/vdolbinico (za optimizacijo). V centrifugirki smo si pripravili ustrezno mešanico celic 
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in gojišča, nato pa smo po 200 µl suspenzije odpipetirali v vdolbinice in ploščice inkubirali 
24 ur pri temperaturi 37 °C in 5 % CO2, da so se celice pritrdile na podlago. Naslednji dan 
smo ploščice elektroporirali oz. obsevali, nato pa inkubirali in barvali v različnih časovnih 
intervalih. Za optimizacijo barvanja smo si pripravili 4 ploščice. Eno ploščico smo obsevali 
s sevanjem stopnje 6 Gray in nam je služila kot pozitivna kontrola, saj sevanje povzroča 
tvorbo dvojnih prelomov molekule DNA. Na ostalih 3 ploščicah pa smo imeli kontrolno 
skupino, izotipsko kontrolo, skupini celic, elektroporiranih z bleomicinom koncentracije 
0,7 µM (5 µg/ml) in 1,41 µM (10 µg/ml) ter skupino celic, elektroporiranih s cisplatinom 
koncentracije 17 µM (0,025 mg/ml). Obsevano ploščico smo barvali po 30 minutah po 
obsevanju, saj je iz literature razvidno, da je število dvojnih prelomov v tej časovni točki 
največje. Ostale tri ploščice pa v časovnem intervalu 2 uri, 6 ur in 24 ur po elektroporaciji, 
saj smo želeli določiti časovno točko, pri kateri je število dvojnih prelomov največje oz. kdaj 
se pojavi njihovo popravljanje. Na 4 ibidi mikroskopirne ploščice pa smo nasadili kontrolno 
skupino z in brez olapariba, kontrolno skupino elektroporacije z in brez olapariba, skupino 
celic z dodanim bleomicinom z in brez olapariba in skupino celic, elektroporiranih z 
bleomicinom, z in brez olapariba. Uporabili smo olaparib z molarno koncentracijo 5 µM in 
bleomicin z molarno koncentracijo 1,13 µM. Ploščice smo barvali v različnih časovnih 
intervalih, in sicer 1 ura, 2 uri, 4 ure in 24 ur.  
 
Celice smo elektroporirali tako, da smo iz vsake vdolbinice odstranili vso gojišče, nato pa 
dodali 80 µl elektroporacijskega pufra in 20 µl fiziološke raztopine za kontrolno skupino, 
elektroporacijskega pufra za kontrolno skupino elektroporacije oz. bleomicina/cisplatina 
ustrezne koncentracije. Skupine z elektroporacijo smo porirali s sterilnimi ploščatimi 
elektrodami iz nerjavečega jekla, in sicer tako, da smo elektrode vstavili v vdolbinico, nato 
pa celicam dovedli 8 pravokotnih električnih pulzov z napetostjo na razdaljo med 
elektrodama 1300 V/cm, frekvenco 1 Hz in trajanjem 100 µs. Skupinam brez elektroporacije 
pa smo le dodali 80 µl elektroporacijskega pufra in 20 µl ustrezne raztopine in pustili 
inkubirati 5 minut. Po 5-minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo iz vdolbinic odstranili 
ves elektroporacijski pufer ter v vsako vdolbinico dodali 200 µl svežega gojišča oz. 180 µl 
gojišča in 20 µl olapariba, tako, da je bila končna koncentracija pri celicah 5 µM.  
 
Vse ploščice smo barvali po istem protokolu. Najprej smo iz vsake vdolbinice previdno 
odstranili vso gojišče, nato pa celice fiksirali z dodatkom 100 µl 4 % paraformaldehida, ki 
smo ga pustili delovati 15 minut na 37 °C. Ko smo paraformaldehid odstranili, smo celice v 
vsaki vdolbinici 3x sprali tako, da smo dodali 100 µl pufra HBSS in pustili 5 minut. 
Membrane celic smo obarvali z 100 µl barvila WGA, ki smo ga pustili inkubirati 10 minut, 
nato pa smo celice 2x sprali s 100 µl HBSS. Permeabilizacijo membrane in jedra smo dosegli 
tako, da smo v vsako vdolbinico za 15 minut dodali 100 µl 0,1 % detergenta Triton X-100, 
nato pa celice spet 2x sprali s 100 µl HBSS. Dodali smo 100 µl raztopine za blokiranje 
nespecifičnih vezavnih mest, ki smo jo pripravili iz 0,1 % Tween, 22,52 mg/ml glicina in 
5 % Donkey ter jo v vdolbinicah pustili 1 uro. Ko smo po 1-urni inkubaciji odstranili 
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raztopino za blokiranje nespecifičnih vezavnih mest, smo v vsako vdolbinico dodali 100 µl 
primarnih protiteles, nato pa ploščice inkubirali preko noči na 4 °C. Dodali smo mišja 
monoklonska primarna protitelesa anti-γ-H2AX v razmerju 1/500. Po 24-urni inkubaciji smo 
iz vseh vdolbinic odstranili primarna protitelesa, celice pa 2x sprali s 100 µl pufra PBS. Nato 
smo dodali 100 µl sekundarnih protiteles in jih pustili 1 uro, da so se vezala na primarna 
protitelesa. Dodali smo fluorescentno označena oslovska anti-mouse sekundarna protitelesa 
v razmerju 1/500. Po  1-urni inkubaciji na sobni temperaturi smo celice 2x sprali s 100 µl 
PBS, nato pa za 10 minut dodali 100 µl barvila Hoechst 33258, ki obarva jedra. Celice smo 
nato spet 3x sprali s 100 µl PBS. Iz ibidi mikroskopirnih ploščic smo odstranili gumijaste 
predalčke tako, da smo dobili objektna stekelca, na katere smo nanesli nekaj medija Prolong 
Gold Diamond Antifade Mount in jih pokrili s krovniki. Ko so se vzorci posušili, smo jih 
pogledali in poslikali s konfokalnim mikroskopom LSM800.  
 
3.2.5 Statistična analiza rezultatov 
 
Statistično analizo in grafični prikaz rezultatov smo naredili s programom SigmaPlot 
Software (različica 13.0, Systat Software, London, VB). Za analizo statistično značilnih 
razlik smo uporabili enosmerno analizo variance ANOVA, s katero smo med seboj 
primerjali različne skupine. Kot statistično značilne rezultate smo upoštevali le tiste, pri 
katerih je bila P-vrednost manjša od 0,05 (p < 0,05). Pri podatkih, za katere z metodo 
ANOVA nismo dobili statistično značilnih razlik, pa smo naredili še Studentov t-test 
porazdelitve za primerjavo 2 skupin.  
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4.1 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 
2D CELIČNIH KULTURAH 
 
4.1.1 Citotoksičnost elektrokemoterapije  
 
Zanimalo nas je, kakšen je citotoksični učinek izbranih citostatikov bleomicina in cisplatina 
oz. zaviralca mehanizma PARP, olapariba, na celice raka dojke. Ker imata bleomicin in 
cisplatin omejeno prehajanje preko membrane, smo ju v celice vnesli s pomočjo 
elektroporacije, zaradi česar so bile za citotoksični učinek potrebne nizke koncentracije 
citostatikov. Nasprotno pa olaparib zaradi svoje lipofilne narave zlahka prehaja preko 
lipidnega dvosloja, zato elektroporacija za njegov vstop ni bila potrebna in smo ga le dodali 
v medij, v katerem smo gojili celice. Citotoksičnost smo preverili na celični liniji MCF-7, ki 
je humana celična linija raka dojke. Po elektrokemoterapiji celic oz. tretiranju celic z 
olaparibom smo celice pustili inkubirati 3 dni, nato pa določili citotoksičnost bleomicina, 
cisplatina oz. olapariba z barvilom Presto Blue, ki se v metabolno aktivnih celicah spremeni 
v fluorescenten rezofurin, ki ga zaznamo sprektrofotometrično. Dobljene rezultate smo 
primerjali glede na kontrolno skupino, kjer smo celicam dodali le fiziološko raztopino oz. 
glede na kontrolno skupino elektroporacije, kjer smo celicam dodali elektroporacijski pufer 
in jih elektroporirali. Tako pri bleomicinu kot pri cisplatinu smo opazili zmanjšano preživetje 
tretiranih celic, če pa smo bleomicin oz. cisplatin v celice vnesli z elektroporacijo, je 
preživetje bistveno upadlo. Tudi analiza enosmerne variance (ANOVA) je pokazala 
statistično značilne razlike, saj je bila p vrednost v obeh primerih <0,05, kar pomeni, da je 
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Slika 6: Primerjava citotoksičnosti štirih različnih koncentracij bleomicina na celice MCF-7 brez in z 
elektroporacijo glede na kontrolno skupino in kontrolno skupino elektroporacije. Podane so povprečne 
vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim 
citostatikom); * p < 0,05 statistično značilne razlike v primerjavi z neelektroporiranimi celicami; N = 8. 
Elektroporacija celic z bleomicinom poveča citotoksični učinek bleomicina v primerjavi s 
celicami, ki smo jim bleomicin le dodali za 5 minut, nismo pa jih elektroporirali. Statistična 
analiza enosmerne variance (ANOVA), s katero smo med seboj primerjali skupine različnih 
koncentracij bleomicina z in brez elektroporacije je pokazala statistično značilno razliko 
(p < 0,001) med skupinami brez in z elektroporacijo. Na preživetje celic nekoliko vpliva že 
sama elektroporacija, ki preživetje zniža za približno 10 % v primerjavi s kontrolno skupino, 
kjer smo celicam dodali le fiziološko raztopino (a razlika ni statistično značilna), če pa temu 
dodamo še bleomicin, se preživetje močno niža v odvisnosti od koncentracije bleomicina – 
večja kot je dodana koncentracija bleomicina, večji je upad preživetja celic (ta je največji pri 
koncentraciji 1,41 µM, kjer je preživetje < 80 %). Padec viabilnosti celic opazimo že pri 
najmanjši dodani koncentraciji, t. j. koncentracija 0,141 µM. Nasprotno pa pri celicah, ki 
smo jim bleomicin le dodali v gojišče za 5 minut, nismo pa jih elektroporirali, padca 
viabilnosti celic ne opazimo. S tem smo potrdili, da kratkotrajna izpostavitev bleomicinu (5 
minut) na celice ne deluje citotoksično, saj v tem času prek celične membrane ne more preiti 
dovolj velika koncentracija bleomicina. V primeru dolgotrajne izpostavitve celic bleomicinu 
(3 dni in več) pa bi citotoksično deloval tudi sam bleomicin (rezultati niso prikazani). 
 
Za nadaljnje delo z bleomicinom smo si na podlagi rezultatov izbrali bleomicin z molarno 
koncentracijo 1,13 µM, saj je to koncentracija, ki povzroči celično smrt približno 50 % celic. 
Koncentracijo, ki povzroči smrt 50 % celic, smo izbrali tako, da smo dobljene rezultate 
citotoksičnosti elektroporiranih skupin primerjali glede na kontrolno skupino 
elektroporacije. S tem smo odšteli učinek, ki ga ima na preživetje celic sama elektroporacija 
(ki že sama po sebi ubije okoli 10 % celic), in dobili le učinek citostatika. 
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Tudi pri cisplatinu smo preverili citotoksično delovanje štirih različnih koncentracij, in sicer 
170 µM, 17 µM, 1,7 µM in 0,17 µM.  
 
 
Slika 7: Primerjava citotoksičnosti štirih različnih koncentracij cisplatina na celice MCF-7 brez in z 
elektroporacijo glede na kontrolno skupino in kontrolno skupino elektroporacije. Podane so povprečne 
vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim 
citostatikom); * p < 0,05 statistično značilne razlike v primerjavi z neelektroporiranimi celicami; N = 8. 
Enako kot pri bleomicinu tudi tu elektroporacija celic s cisplatinom poveča citotoksično 
delovanje cisplatina v primerjavi s celicami, ki smo jim cisplatin le dodali v gojišče za 5 
minut, nismo pa jih elektroporirali. Tako kot pri bleomicinu je tudi pri cisplatinu statistična 
analiza enosmerne variance (ANOVA), s katero smo med seboj primerjali skupine različnih 
koncentracij cisplatina z in brez elektroporacije, pokazala statistično značilno razliko 
(p < 0,001). To pomeni, da se skupine brez in z elektroporacijo signifikantno razlikujejo. 
Enako kot pri poskusu v poglavju 4.1.1.1. majhen delež celic pobije že sama elektroporacija, 
če pa temu dodamo še različne koncentracije cisplatina, viabilnost celic strmo pada v 
odvisnosti od koncentracije cisplatina – večja kot je dodana koncentracija cisplatina, manjši 
je delež viabilnih celic (ta je najmanjši pri koncentraciji 170 µM, kjer je preživetje približno 
10 %). Padec viabilnosti celic se sicer vidi že pri najmanjši dodani koncentraciji, t.j. 
koncentracija 0,17 µM (ki povzroči smrt približno 20 % celic). Tudi sam cisplatin, dodan k 
celicam brez elektroporacije, ima v večjih koncentracijah citotoksični učinek in vpliva na 
zmanjšanje preživetja celic (razlika je tudi signifikantno značilna glede na kontrolno 
skupino), a bistveno manj, kot če cisplatin v celice vnesemo z elektrokemoterapijo. Če 
rezultate citotoksičnosti, kjer smo cisplatin celicam le dodali, primerjamo z rezultati 
citotoksičnosti, kjer smo celicam dodali le bleomicin, vidimo, da ima cisplatin večji 
citotoksični učinek, saj je največja koncentracija bleomicina (1,41 µM), ki je bil celicam le 
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dodan v gojišče (brez elektroporacije) povzročila smrt le okoli 15 % celic, medtem ko je 
največja koncentracija cisplatina (170 µM), ki je bil celicam le dodan, povzročila smrt skoraj 
50 % celic. Vzrok temu so najverjetneje višje koncentracije cisplatina, pa tudi dejstvo, da 
cisplatin preko intaktne celične membrane prehaja lažje kot bleomicin, saj je število 
transportnih proteinov za prenos cisplatina večje kot za prenos bleomicina. 
 
Za nadaljnje poskuse smo na podlagi citotoksičnosti cisplatina izbrali tisto koncentracijo, ki 
zmanjša preživetje celic za 50 %, in sicer je bila to 17 µM. Koncentracijo, ki povzroči smrt 
50 % celic smo izbrali tako, da smo dobljene rezultate citotoksičnosti elektroporiranih skupin 




Tako kot pri citotoksičnosti bleomicina in cisplatina smo tudi citotoksičnost olapariba 
določili s testom preživetja celic z barvilom Presto Blue. Preizkusili smo 4 različne 
koncentracije olapariba, in sicer: 0,1 µM, 0,5 µM, 1 µM in 5 µM. 
 
 
Slika 8: Citotoksično delovanje štirih različnih koncentracij olapariba na celice MCF-7 brez elektroporacije. 
Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. Rezultati so prikazani kot delež 
viabilnih celic glede na kontrolno skupino. N = 30. 
Iz grafa je razvidno, da je citotoksični učinek samega olapariba zelo majhen, saj olaparib 
deluje kot zaviralec popravljalnega mehanizma PARP, ki je ključen za pravilno delovanje 
mehanizma BER, a če v celicah ni poškodb DNA, učinek olapariba ni viden. Manjši 
citotoksični učinek je povzročila le največja dodana koncentracija olapariba (5 µM), ki je 
povzročila smrt okoli 20 % celic, razlika pa je tudi statistično signifikantna. 
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4.1.2 Kombinacija elektrokemoterapije z izbrano koncentracijo bleomicina oz. 
cisplatina in olapariba 
 
Poleg citotoksičnega učinka posameznih učinkovin na celice smo želeli preveriti tudi učinek 
kombinacije elektrokemoterapije s citostatikom in olaparibom izbrane koncentracije. Glede 
na dobljene rezultate citotoksičnosti posameznih citostatikov in olapariba smo si izbrali 
koncentracije, ki povzročijo smrt približno 50 % celic. Tako smo uporabili bleomicin z 
molarno koncentracijo 1,13 µM, cisplatin z molarno koncentracijo 17 µM in olaparib z 
molarno koncentracijo 5 µM. Koncentracijo smo si izbrali na podlagi študije, ki jo je skupaj 
s sodelavci opravila Emma C. Bourton, v kateri navaja, da je 5 µM koncentracija olapariba 
največja koncentracija, ki še ne povzroči signifikantne razlike v preživetju celic (Bourton in 
sod., 2013; Bourton in sod., 2017), čeprav se je pri nas ta koncentracija izkazala kot 
signifikantno značilna. Vzrok je verjetno v tem, da smo mi za naš poskus uporabili drugo 
celično linijo. Po kombinaciji elektrokemoterapije s citostatikom ustrezne koncentracije in 
olapariba smo preverili citotoksični učinek po 2 urah, 3 dneh in 5 dneh. Z analizo enosmerne 
variance (ANOVA) in Studentovim t-testom porazdelitve pa smo preverili prisotnost 
statistično značilnih razlik. 
 
4.1.2.1 Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olaparibom 
 
Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom (konc.1,13 µM) in olapariba (konc. 5 µM) 
je prinesla pričakovane rezultate.  
 
 
Slika 9: Citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom konc. 1,13 µM, brez olapariba (levo) in z 
olaparibom konc. 5 µM (desno). Citotoksični učinek smo merili na dan 0 (po 2 urah), dan 3 in dan 5. Podane 
so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. EP – elektroporacija brez dodanega citostatika, 
ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom); N = 8; * p < 0,05 statistično značilne 
razlike v primerjavi s kontrolno skupino. 
Iz rastnih krivulj celic posameznih skupin (slika 9) je razvidno, da celice kontrolnih skupin 
in skupine, kjer smo bleomicin celicam le dodali v gojišče, pričakovano rastejo v odvisnosti 
36 
Janžič L. Kombinacija elektrokemoterapije in zaviralcev poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP) pri zdravljenju raka dojke.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
od časa inkubacije. Rastejo tudi celice, elektroporirane z bleomicinom, a je njihova hitrost 
rasti bistveno počasnejša v primerjavi s kontrolno skupino, prisotna je tudi statistično 
značilna razlika. Nasprotno pa pride do zmanjšanja rasti pri celicah, kjer smo 
elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z olaparibom. Tu se rast najprej 
signifikantno zmanjša, po tretjem dnevu pa spet nadaljuje, a je razlika v rasti v primerjavi s 
kontrolno skupino še vedno statistično značilna. Prisotna je tudi razlika v hitrosti rasti med 
posameznimi skupinami brez in z dodanim olaparibom. Pri slednjih je namreč rast nekoliko 
počasnejša, kar se sklada z zgornjim rezultatom, da ima olaparib majhen citotoksičen učinek 
na naše celice MCF-7. Opazili smo, da se pri skupini, kjer smo elektrokemoterapijo z 
bleomicinom kombinirali z olaparibom, hitrost rasti zmanjša v primerjami s skupinami brez 
olapariba.  
 
Slika 10: Citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom konc. 1,13 µM, brez (levo) in z olaparibom konc. 
5 µM (desno) po 3 dneh. Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. CTRL – 
kontrola, BLEO – bleomicin, EP – kontrolna skupina elektroporacije brez dodanega citostatika, BLEO ECT – 
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Slika 11: Citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom konc. 1,13 µM, brez (levo) in z olaparibom konc. 
5 µM (desno) po 5 dneh. Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. CTRL – 
kontrola, BLEO – bleomicin, EP – kontrolna skupina elektroporacije brez dodanega citostatika, BLEO ECT – 
elektrokemoterapija z bleomicinom, O – olaparib. 
Tudi iz stolpčnih diagramov, ki smo jih narisali tako, da smo vrednosti fluorescence 
posameznega dne normalizirali na kontrolne skupine posameznega dne, je razvidno, da se 
delež viabilnih celic močno zniža že samo, če bleomicin v celice vnesemo z elektroporacijo, 
če pa elektrokemoterapiji dodamo še olaparib, se število preživelih celic še zmanjša.  
Opazna je tudi majhna razlika v rasti med dnevoma 3 in 5, a se glavnina citotoksičnega 
učinka zgodi v času 3 dni po terapiji. Iz stolpčnih diagramov se tudi vidi, da je delež viabilnih 
celic manjši v primeru, ko smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z 
olaparibom, kar potrjuje dejstvo, da olaparib zavre popravljanje dvojnih prelomov, nastalih 
zaradi bleomicina. 
 
4.1.2.2 Kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom 
 
Podobne rezultate smo dobili tudi s kombinacijo cisplatina in olapariba. Tudi tu so celice 
kontrolne skupine in skupine, kjer smo cisplatin celicam le dodali v gojišče, rasle v 
odvisnosti od časa inkubacije. Rast so nadaljevale tudi celice, v katere smo cisplatin vnesli 
z elektroporacijo, a je bila rast bistveno počasnejša v primerjavi z rastjo kontrolne skupine, 
razlika v hitrosti rasti je tudi statistično značilna. Tudi pri kombinaciji z olaparibom so celice 
vseh skupin nadaljevale svojo rast, a je bila ta spet statistično značilno počasnejša pri 
elektroporiranih celicah in celicah, kjer smo elektrokemoterapijo kombinirali z olaparibom. 
Opazna je tudi razlika v hitrosti rasti med posameznimi skupinami brez in z dodanim 
olaparibom. Ta je namreč pri skupinah, kjer smo celicam dodali olaparib, počasnejša, kar je 
posledica citotoksičnega delovanja olapariba. Vendar pa pri kombinaciji 
elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom nismo opazili zmanjšanja hitrosti rasti v 
primerjavi z elektrokemoterapijo s cisplatinom, a brez dodatka olapariba. 
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Slika 12: Citotoksičnost elektrokemoterapije s cisplatinom konc. 17 µM, brez olapariba (levo) in z olaparibom 
konc. 5 µM (desno). Citotoksični učinek smo merili na dan 0 (po 2 urah), dan 3 in dan 5. Podane so povprečne 
vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. EP – elektroporacija brez dodanega citostatika, ECT – 
elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom); N = 8; * p < 0,05 statistično značilne razlike v 
primerjavi s kontrolno skupino. 
 
 
Slika 13: Citotoksičnost elektrokemoterapije s cisplatinom konc. 17 µM, brez (levo) in z olaparibom konc. 5 
µM (desno) po 3 dneh. Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. CTRL – 
kontrola, CDDP – cisplatin, EP – kontrolna skupina elektroporacije brez dodanega citostatika, CDDP ECT – 
elektrokemoterapija s cisplatinom, O – olaparib. 
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Slika 14: Citotoksičnost elektrokemoterapije s cisplatinom konc. 17 µM, brez (levo) in z olaparibom konc. 5 
µM (desno) po 5 dneh. Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. CTRL – 
kontrola, CDDP – cisplatin, EP – kontrolna skupina elektroporacije brez dodanega citostatika, CDDP ECT – 
elektrokemoterapija s cisplatinom, O – olaparib. 
Stolpčni diagrami prav tako lepo prikažejo zmanjšano rast elektroporiranih skupin celic v 
primerjavi s kontrolnimi skupinami. Kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom z 
olaparibom ni povečala citotoksičnega učinka glede na samo elektrokemoterapijo s 
cisplatinom. 
 
4.2 SPREMLJANJE MORFOLOŠKIH SPREMEMB Z BARVANJEM PO GIEMSI 
 
Z barvanjem po Giemsi smo želeli določiti morfološke spremembe rakavih celic po 
elektrokemoterapiji celic z bleomicinom oz. cisplatinom v primerjavi s kontrolno skupino 
oz. po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom oz. cisplatinom in dodatkom 
olapariba. Uporabili smo bleomicin in cisplatin s končno koncentracijo pri celicah, ki pobije 
50 % celic ter olaparib s končno koncentracijo pri celicah 5 µM. Opazili smo, da že sam 
dodatek olapariba vpliva na preživetje kontrolne skupine. Pri tretiranih celicah smo po 
barvanju opazili tako nekrotično kot tudi apoptotično celično smrt. Apoptoza se morfološko 
kaže s formacijo majhnih, sferičnih ali ovalnih citoplazemskih fragmentov, t.i. apoptotskih 
telesc, ki se nato fagocitirajo in razgradijo s pomočjo ostalih celic. Celica se skrči in zmanjša, 
citoplazma postane bolj gosta, organeli pa tesneje spakirani (Kerr in sod., 1972). Nasprotno 
pa celica pri nekrozi nabrekne, nabreknejo tudi celični organeli, kar sčasoma vodi do izlitja 
vsebine lizosomov in prekinitve celične membrane (Majno, Joris, 1995). 
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Slika 15: MCF-7 celice z bleomicinom, barvane po Giemsi; CTRL – kontrolna skupina, CTRL + O – kontrolna 
skupina z dodanim olaparibom (5 µM), BLEO – skupina z dodanim bleomicinom, BLEO + O – skupina z 
dodanim bleomicinom in olaparibom (5 µM). Z rumeno puščico so označene normalne celice; merilo 100 µm 
(40x povečava).  
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Slika 16: MCF-7 celice z bleomicinom in elektroporacijo, barvane po Giemsi; EP – kontrolna skupina 
elektroporacije , EP + O – kontrolna skupina EP z dodanim olaparibom (5 µM), BLEO + ECT – skupina z 
dodanim bleomicinom in ECT, BLEO ECT + O – skupina z dodanim bleomicinom, olaparibom (5 µM) in 
ECT. Z rumeno puščico so označene normalne celice, z rdečo puščico apoptotične celice in z zeleno puščico 
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Slika 17: MCF-7 celice s cisplatinom, barvane po Giemsi; CTRL – kontrolna skupina, CTRL + O – kontrolna 
skupina z dodanim olaparibom (5 µM), CDDP – skupina z dodanim cisplatinom, CDDP + O – skupina z 
dodanim cisplatinom in olaparibom (5 µM). Z rumeno puščico so označene normalne celice; merilo 100 µm 
(40x povečava).  
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Slika 18: MCF-7 celice s cisplatinom in elektroporacijo, barvane po Giemsi; EP – kontrolna skupina 
elektroporacije, EP + O – kontrolna skupina EP z dodanim olaparibom (5 µM), CDDP + ECT – skupina z 
dodanim cisplatinom in ECT, CDDP ECT + O – skupina z dodanim cisplatinom, olaparibom (5 µM) in ECT. 
Z rumeno puščico so označene normalne celice, z rdečo puščico apoptotične celice in z zeleno puščico 
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4.3 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 
3D CELIČNIH KULTURAH, SFEROIDIH 
 
4.3.1 Rast sferoidov 
 
Poleg citotoksičnega vpliva citostatikov in olapariba na 2D celične kulture smo želeli 
preveriti tudi učinek kombinacije elektrokemoterapije s citostatiki in olapariba na 3D celične 
kulture celične linije MCF-7. Preverili smo učinek kombinacije bleomicina, konc. 1,13 µM, 
in olapariba, konc. 5 µM, ter cisplatina, konc. 17 µM in olapariba, konc. 5 µM. Zaradi 
oviranega prehoda bleomicina in cisplatina prek celične membrane smo omenjena citostatika 
v sferoide vnesli z elektroporacijo, lipofilen olaparib pa smo sferoidom le dodali v gojišče 
in je v celice prešel z difuzijo. Preverili pa smo tudi vpliv kombinacije citostatika in olapariba 
na sferoide v primeru, da citostatik celicam le dodamo v gojišče (brez elektroporacije). Z 
opazovanjem sferoidov z invertnim mikroskopom pod 10-kratno povečavo smo spremljali 
rast različnih skupin sferoidov, in sicer na dan 0, dan 3, dan 5 in dan 7. Na omenjene dni 
smo sferoide tudi poslikali z digitalno kamero in jim v programu Cell Dens izmerili največji 
premer in površino projekcije sferoida v vidnem polju. Povprečne vrednosti posameznih 
skupin vseh dni smo normalizirali na kontrolno skupino dneva 0, nato pa v programu Sigma 
Plot 13.0 narisali grafe, s katerimi smo prikazali razlike v rasti med različnimi skupinami 
sferoidov.  
 
Z opazovanjem in merjenjem premera in površine sferoidov kontrolne skupine smo najprej 
narisali rastno krivuljo sferoidov kontrolne skupine, s čimer smo prikazali linearno rast 
sferoidov kontrolne skupine v odvisnosti od dneva inkubacije. Premer in površina sferoidov 
kontrolne skupine sta se tekom 7-dnevne inkubacije enakomerno povečevala, kar je razvidno 
tako iz slik sferoidov (slika 19), kot tudi iz grafov, ki prikazujejo spremembo v premeru in 
površini kontrolnih sferoidov (slika 20).  
 
Slika 19: Rast sferoidov kontrolne skupine; merilo 200 µm. 
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Slika 20: Sprememba premera in površine sferoidov kontrolne skupine. Meritve smo opravili na dan 0, dan 3, 
dan 5 in dan 7. Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. 
 
4.3.2 Histologija  
 
Tretji dan po nasaditvi sferoidov smo preverili njihovo morfološko sestavo. Sferoide smo 
barvali s hematoksilin-eozinom, pri čemer so se nekrotični deli celic obarvali roza, viabilni 
deli celic pa vijolično. Iz slike (slika 21) je razvidno, da so sferoidi večinoma viabilni, roza 
obarvane nekrotične dele lahko vidimo le v sredini sferoida. S tem smo potrdili, da so 
sferoidi podobni tumorjem, saj je tudi za tumorje značilna nekrotična sredina. 
 
 
Slika 21: Histološki preparati 3 različnih sferoidov, slikani pod 20x in 40x povečavo. 
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4.3.3 Tretiranje sferoidov z olaparibom 
 
Ne-toksično delovanje samega olapariba na celice smo želeli preveriti tudi prek sferoidov, 
pri čemer smo sferoide tretirali z različnimi koncentracijami olapariba, in sicer 10 µM, 1 µM, 
0,5 µM in 0,1 µM.  
 
 
Slika 22: Rast sferoidov, tretiranih z različnimi koncentracijami olapariba; merilo 200 µm (10x povečava). 
Kot je pokazal že test citotoksičnosti (poglavje 4.1.1.3, slika 8), olaparib sam, brez 
kombinacije s citostatikom, na celice nima velikega citotoksičnega učinka, kar potrjujejo 
tudi sferoidi. Iz slik je lepo razvidno, da sferoidi, kljub prisotnosti olapariba različnih 
koncentracij, rastejo.  
 
4.3.4 Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olaparibom 
 
Premer sferoidov kontrolne skupine brez dodanega olapariba se pričakovano povečuje v 
odvisnosti od trajanja inkubacije, prav tako se povečuje površina sferoidov kontrolne 
skupine. Enako velja tudi za skupino sferoidov, kjer smo jim  bleomicin le dodali v gojišče 
za 5 minut. Pri kontrolni skupini elektroporacije je opaziti rast sferoidov do dneva 3, nato pa 
je zaradi poškodb, ki jih povzoči sama elektroporacija, prišlo do rahlega padca v rasti 
sferoidov, a so si ti po dnevu 5, ko smo jim dodali sveže gojišče, opomogli ter se je rast 
znova nadaljevala. Nasprotno pa se je rast sferoidov, elektroporiranih z bleomicinom, 
pričakovano zmanjšala. Največji padec rasti je opaziti do dneva 3, ko sta se premer in 
površina v povprečju zmanjšala za polovico prvotne velikosti, sferoidi pa so pričeli razpadati 
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na več manjših sferoidov. Iz grafov je razvidno, da se po nekaj dneh inkubacije rast spet 
rahlo poveča, kar pomeni, da so preživeli sferoidi nadaljevali rast. Vzrok je najverjetneje 
delovanje popravljalnih mehanizmov, ki popravijo nastale dvojne prelome v celicah, kjer ti 
niso bili preobsežni in je bilo popravljanje uspešno. Za sferoide je tudi znano, da citostatik 
včasih do sredine sferoida sploh ne pride. 
 
 
Slika 23: Rast sferoidov po elektroporaciji sferoidov z bleomicinom (konc. 1,13 µM), brez olapariba. EP – 
elektroporacija brez dodanega citostatika, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim 
citostatikom). Merilo 200 µm (10x povečava).  
Veliko bolj obetavne rezultate pa kaže kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in 
olaparibom. Pri kontrolnih skupinah z dodanim olaparibom citotoksičnega učinka na 
sferoide ni opaziti, enako je s sferoidi, kjer smo jim bleomicin in olaparib le dodali v gojišče. 
Sferoidi vseh omenjenih skupin so rasli sorazmerno s trajanjem inkubacije. Pri sferoidih, 
kjer pa smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z olaparibom, pa je prišlo do 
močnega upada v rasti sferoidov. Ta je najbolj opazen po petem dnevu, ko so sferoidi 
popolnoma razpadli na številne majhne fragmente in tako popolnoma izgubili svojo 
strukturo in viabilnost.  
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Slika 24: Rast sferoidov po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom (konc. 1,13 µM) in olapariba 
(konc. 5 µM). OLA – olaparib, EP – elektroporacija brez dodanega citostatika, ECT – elektrokemoterapija 




Slika 25: Sprememba v premeru sferoidov po elektrokemoterapiji z bleomicinom (konc. 1,13 µM), brez 
olapariba (levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom (konc. 1,13 µM) in olapariba (konc. 
5 µM) (desno). Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. EP – elektroporacija 
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Slika 26: Sprememba v površini sferoidov po elektrokemoterapiji z bleomicinom (konc. 1,13 µM), brez 
olapariba (levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije z bleomicinom (konc. 1,13 µM) in olapariba (konc. 
5 µM) (desno). Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. EP – elektroporacija 
brez dodanega citostatika, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom). 
4.3.5 Kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom 
 
Iz slik in grafov je razvidno, da se premer in površina sferoidov pri kontrolnih skupinah brez 
olapariba z dnevi inkubacije povečujeta, prav tako ni prisotnih statistično značilnih razlik. 
Enako je tudi pri sferoidih, elektroporiranih s cisplatinom in sferoidih, ki smo jih cisplatin le 
dodali v gojišče, le da je tu rast počasnejša v primerjavi s kontrolnimi skupinami. Iz grafov, 
pa tudi slik (slika 27), je tako lepo razvidno, da so prisotne razlike v hitrosti rasti sferoidov 
med kontrolnimi in tretiranimi skupinami, saj rast kontrolnih skupin narašča hitreje kot rast 
skupin, kjer smo sferoidom dodali cisplatin.  
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Slika 27: Rast sferoidov po elektroporaciji sferoidov s cisplatinom (konc. 17 µM), brez olapariba. EP – 
elektroporacija brez dodanega citostatika, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim 
citostatikom). Merilo 200 µm (10x povečava). 
Pri sferoidih, kjer smo poleg cisplatina dodali še zaviralec olaparib, pa so rezultati nekoliko 
drugačni. Sferoidi iz kontrolne skupine z dodanim olaparibom so pričakovano rasli, nekoliko 
počasneje so rasli tudi sferoidi, tretirani s cisplatinom in olaparibom. Pri skupini sferoidov, 
ki smo jih le elektroporirali ter jim dodali olaparib, je prišlo do ustavitve rasti sferoidov, 
medtem ko je pri skupini, kjer smo elektrokemoterapijo s cisplatinom kombinirali z 
olaparibom, prišlo najprej do rahle rasti sferoidov, temu pa je po tretjem dnevu inkubacije 
sledil padec v rasti.  
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Slika 28: Rast sferoidov po kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom (konc. 17 µM) in olapariba (konc. 
5 µM). OLA – olaparib, EP – elektroporacija brez dodanega citostatika, ECT – elektrokemoterapija 
(elektroporacija z dodanim citostatikom). Merilo 200 µm (10x povečava). 
 
 
Slika 29: Sprememba v premeru sferoidov po elektrokemoterapiji s cisplatinom (konc. 17 µM), brez olapariba 
(levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom (konc. 17 µM) in olapariba (konc. 5 µM) (desno). 
Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. EP – elektroporacija brez dodanega 
citostatika, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom). 
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Slika 30: Sprememba v površini sferoidov po elektrokemoterapiji s cisplatinom (konc. 17 µM), brez olapariba 
(levo) in po kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom (konc. 17 µM) in olapariba (konc. 5 µM) (desno). 
Podane so povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi napakami. EP – elektroporacija brez dodanega 
citostatika, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom). 
 
4.4 DOLOČANJE MEHANIZMA DELOVANJA KOMBINACIJE Z BARVANJEM 
DVOJNIH PRELOMOV 
 
Z detekcijo žarišč γ-H2AX ob različnih inkubacijskih časih smo želeli dokazati nastanek 
dvojnih prelomov po tretiranju celic z bleomicinom ter prikazati časovno odvisnost pojava 
dvojnih prelomov. Dvojne prelome smo detektirali posredno, prek fosforilirane oblike 
histona H2AX, ki se fosforilira ob tvorbi dvojnih prelomov. Najprej smo na fosforilirano 
obliko histona H2AX vezali proti γ-H2AX usmerjena mišja monoklonska primarna 
protitelesa, na ta pa smo naslednji dan vezali fluorescentno označena sekundarna protitelesa, 
ki so svetila zeleno. Najprej smo opravili optimizacijo barvanja za detekcijo žarišč, pri čemer 
smo kot pozitivno kontrolo uporabili obsevanje s stopnjo 6 Gray, kot negativna kontrola pa 
nam je služila elektroporacija celic s cisplatinom, ki naj po kratki, 5-minutni inkubaciji ne 
bi tvoril dvojnih prelomov. Uporabili smo tudi izotipsko kontrolo, pri kateri smo namesto 
anti- γ-H2AX primarnih protiteles uporabili izotipska protitelesa, na katera se sekundarna 
protitelesa ne morejo vezati, s čimer smo ovrgli morebitno nespecifično vezavo sekundarnih 
protiteles. Za optimizacijo smo naredili tudi elektroporacijo celic z bleomicinom 
koncentracije 0,7 µM (5 µg/ml), ki predstavlja koncentracijo, ki ubije manj kot 50 % celic, 
in koncentracije 1,41 µM (10 µg/ml), ki predstavlja koncentracijo, ki ubije več kot 50 % 
celic. Žarišča γ-H2AX smo detektirali po 30 min (obsevanje), 2 urah, 6 urah in 24 urah. 
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Slika 31: Detekcija žarišč γ-H2AX po obsevanju s stopnjo 6 Gray. Žarišča smo barvali po 30 min od obsevanja. 
Rdeče so označene membrane celic, modro jedra, zeleno žarišča γ-H2AX. 
Obsevanje celic s stopnjo 6 Gray nam je služila kot pozitivna kontrola nastanka dvojnih 
prelomov, ki jih s konfokalnim mikroskopom zaznamo kot zeleno obarvane pike, s katero 
smo preverili uspešnost barvanja dvojnih prelomov.  
 
 
Slika 32: Izotipska kontrola po obsevanju s stopnjo 6 Gray. Rdeče so označene membrane celic, modro jedra, 
zeleno pa morebitna žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). 
 
Slika 33: Detekcija žarišč γ-H2AX 2 uri po terapiji. Rdeče so označene membrane celic, modro jedra, zeleno 
pa žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). BLEO – bleomicin, CDDP – cisplatin, ECT – elektrokemoterapija 
(elektroporacija z dodanim citostatikom). 
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Dvojni prelomi so bili najbolj opazni 2 uri po terapiji celic. Nastali so tako po elektroporaciji 
celic z bleomicinom koncentracije 1,41 µM, kot tudi po elektroporaciji celic z bleomicinom 
koncentracije 0,7 µM, a so poškodbe veliko obsežnejše pri višji koncentraciji. Na sliki (slika 
33) namreč vidimo, da so jedra celic po elektroporaciji z bleomicinom višje koncentracije 
skoraj vsa in v celoti obarvana zeleno, kar pomeni, da so poškodbe res obsežne in celice 
skoraj vse uničene. Tudi pri elektroporaciji z bleomicinom nižje koncentracije je prišlo do 
nastanka dvojnih prelomov, ki pa so večinoma manj obsežni in se v večini jeder vidijo kot 
posamezne zelene pike. Pričakovano pa dvojnih prelomov nismo zaznali v kontrolni skupini 
in skupini, elektroporirani s cisplatinom.  
 
 
Slika 34: Detekcija žarišč γ-H2AX 6 ur po terapiji. Rdeče so označene membrane celic, modro jedra, zeleno 
pa žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). BLEO – bleomicin, CDDP – cisplatin, ECT – elektrokemoterapija 
(elektroporacija z dodanim citostatikom). 
6 ur po terapiji je že videti manjši obseg dvojnih prelomov, a so ti vseeno še vedno prisotni. 
Lahko sklepamo, da so nekatere celice že popravile dvojne prelome. Tudi tu so poškodbe 
bolj obsežne pri celicah, elektroporiranih z bleomicinom višje koncentracije. Pri kontrolni 
skupini in skupini celic, elektroporiranih s cisplatinom, pa dvojnih prelomov nismo zaznali. 
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Slika 35: Detekcija žarišč γ-H2AX 24 ur po terapiji. Rdeče so označene membrane celic, modro jedra, zeleno 
pa žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). BLEO – bleomicin, CDDP – cisplatin, ECT – elektrokemoterapija 
(elektroporacija z dodanim citostatikom). 
24 ur po terapiji pa zaradi delovanja popravljalnih mehanizmov pride do popravljanja 
nastalih dvojnih prelomov, zato so ti bistveno manj opazni tudi pri višji koncentraciji 
bleomicina. Celice, ki imajo jedra obarvana zeleno, pa so verjetno podlegle celični smrti že 
v začetnih urah po terapiji in do popravljanja tako sploh ni prišlo. 
 
Nastanek in časovno odvisnost pojava dvojnih prelomov pa smo želeli preveriti tudi pri 
celicah, elektroporiranih z bleomicinom koncentracije 1,13 µM (1,6 µg/ml), t. j. 
koncentracija, ki ubije 50 % celic. Zanimalo nas je tudi, ali je kakšna razlika v samem obsegu 
dvojnih prelomov, če poleg elektrokemoterapije celicam dodamo še olaparib in kaj se v 
primeru, da je prisoten še olaparib, s celicami zgodi po 24 urah, ko naj bi bili dvojni prelomi 
večinoma že v celoti popravljeni. 
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Slika 36: Detekcija žarišč γ-H2AX 2 uri po terapiji z bleomicinom, koncentracije 1,13 µM. Rdeče so označene 
membrane celic, modro jedra, zeleno pa žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). BLEO – bleomicin, O – olaparib, 
EP – elektroporacija, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom). 
Po 2 urah od terapije so dvojni prelomi zelo opazni, in sicer tako pri celicah, elektroporiranih 
z bleomicinom kot tudi pri celicah, kjer smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali 
z olaparibom. V obeh primerih so jedra celic skoraj popolnoma obarvana zeleno, kar pomeni, 
da se je zaradi citotoksičnega delovanja bleomicina tvorilo veliko dvojnih prelomov. 
Pričakovano pa žarišč γ-H2AX nismo zaznali pri kontrolnih skupinah ter skupini, kjer smo 
bleomicin celicam dodali v gojišče, a jih nismo elektroporirali. 
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Slika 37: Detekcija žarišč γ-H2AX 4 ure po terapiji z bleomicinom, koncentracije 1,13 µM. Rdeče so označene 
membrane celic, modro jedra, zeleno pa žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). BLEO – bleomicin, O – olaparib, 
EP – elektroporacija, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom). 
Tudi po 4 urah od terapije so dvojni prelomi še vedno prisotni in poškodbe DNA zelo 
obsežne. Vidna pa je manjša razlika v sami intenziteti žarišč γ-H2AX med elektroporirano 
skupino celic in skupino celic, kjer smo elektrokemoterapijo kombnirali z bleomicinom. Še 
vedno je vidnih nekaj žarišč γ-H2AX, a so celice v veliki meri že uspele popraviti dvojne 
prelome. V primeru, ko pa so bile poškodbe preobsežne in popravljanje onemogočeno, pa je 
opaziti smrt celic, kar se kaže kot jedro brez prave strukture. Pri slednji so namreč jedra celic 
popolnoma zelena, kar nakazuje na močne poškodbe molekule DNA, ki se po vsej verjetnosti 
ne bodo uspele popraviti in bodo vodile v smrt rakavih celic. Pri ostalih skupinah dvojnih 
prelomov spet nismo zaznali. 
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Slika 38: Detekcija žarišč γ-H2AX 24 ur po terapiji z bleomicinom, koncentracije 1,13 µM. Rdeče so označene 
membrane celic, modro jedra, zeleno pa žarišča γ-H2AX (dvojni prelomi). BLEO – bleomicin, O – olaparib, 
EP – elektroporacija, ECT – elektrokemoterapija (elektroporacija z dodanim citostatikom). 
Količina zaznanih žarišč γ-H2AX pa se bistveno zmanjša po 24 urah inkubacije. V tem času 
namreč že pride do popravljanja dvojnih prelomov s popravljalnimi mehanizmi, celice si 
počasi opomorejo. To je razvidno tudi iz slike (slika 38), kjer pri elektroporirani skupini 
celic brez dodanega olapariba zaznamo občutno manj žarišč γ-H2AX, kot pa jih zaznamo po 
2 in 4 urah od terapije. Celice, kjer smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z 
olaparibom, pa so po 24 urah razpadle, jedra so začela izgubljati svojo obliko, razpadati so 
pričele tudi membrane. Če primerjamo skupino, kjer smo elektrokemoterapijo z 
bleomicinom kombinirali z olaparibom, z ostalimi skupinami, vidimo, da so jedra celic pri 
vseh ostalih skupinah strukturirana, medtem ko so pri celicah s kombinacijo 
elektrokemoterapije in olapariba brez prave oblike in strukture, opaziti je le veliko število 
močno žarečih modrih skupkov. To nakazuje, da so te celice že odmrle, a se kljub 
neviabilnosti še vedno obarvajo z barvilom Hoechst, saj ta barva DNA ne glede na to, ali ta 
že razpada ali ne. 
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5 RAZPRAVA   
 
Z magistrsko nalogo smo želeli ugotoviti, ali ima elektrokemoterapija celic s citostatiki v 
kombinaciji z zaviralcem mehanizma PARP na celice večji citotoksični učinek kot sama 
elektrokemoterapija. Citotoksični učinek smo preverili tako na 2D celičnih kulturah, kot tudi 
na 3D celičnih kulturah humane celične linije MCF-7 raka dojke. Elektrokemoterapija  se 
danes že uporablja v klinični praksi za zdravljenje kožnih metastaz raka dojke, a je popolni 
odziv na terapijo le 50 %. Vzrok temu so verjetno predhodna zdravljenja pacientov z drugimi 
oblikami zdravljenja, kot npr. radioterapijo oz. sistemsko kemoterapijo, kar lahko povzroči 
odpornost metastaz na zdravljenje z elektrokemoterapijo. Poročilo skupine INSPECT 
(evropsko združenje centrov za elektrokemoterapijo) iz oktobra 2018 je na podlagi študije, 
v kateri je bilo zajetih skupno 119 pacientov s kožnimi metastazami raka dojke pokazalo le 
50 % popolnih odzivov, 21 % delnih odzivov, 18 % stabilne bolezni in 8 % progresivne 
bolezni (Matthiessen in sod., 2018). Ravno na podlagi takšnih rezultatov bi bilo smiselno 
elektrokemoterapijo s citostatiki kombinirati z zaviralcem popravljalnega mehanizma, pri 
čemer bi elektrokemoterapija povzročila nastanek prelomov in aduktov molekule DNA, 
naknadno dodan zaviralec popravljalnega mehanizma PARP pa bi z blokado popravljalnih 
proteinov preprečil popravljanje nastalih poškodb DNA. Kombinacija elektrokemoterapije 
z bleomicinom oz. cisplatinom in olapariba se v kliniki še ne uporablja in tudi predklinične 
študije v taki kombinaciji do sedaj še niso bile izvedene. So pa že bile opravljene posamezne 
predklinične študije, v katerih so zaviralec mehanizma PARP kombinirali z dolgotrajno 
terapijo s cisplatinom in je ta izboljšal delovanje cisplatina, ki v celici tvori adukte 
DNA(Tentori, Graziani, 2005; Donawho in sod., 2007). Dokazano pa zaviralec mehanizma 
PARP v kombinaciji s citostatikom temozolomid signifikantno zmanjša rast tumorjev na 
modelu glioma podgane (Donawho in sod., 2007). Opravljene pa so bile tudi številne 
klinične študije, v katerih so olaparib in ostale zaviralce mehanizma PARP (talazoparib, 
nirapabrib, nucaparib in veliparib) kombinirali s sistemsko kemoterapijo s cisplatinom 
(McCann, Hurvitz, 2018). Žal so rezultati pokazali veliko toksičnost kombinacije, predvsem 
zaradi uporabljenih visokih doz citostatika, kar je še en razlog, da bi bilo smiselno zaviralce 
PARP namesto s sistemsko kemoterapijo kombinirati z elektrokemoterapijo, saj se s tem 
močno znižajo koncentracije uporabljenih citostatikov. 
 
Citotoksični vpliv kombinacije elektrokemoterapije s citostatikom in olapariba smo želeli 
preveriti tudi na 3D celičnih kulturah, saj je za celično linijo MCF-7 znano, da rada tvori 
skupke in vitro, ki lahko posnemajo strukturo tumorjev. Do sedaj še ni bilo opravljenih 
študij, kjer bi preverili citotoksični vpliv elektrokemoterapije s citostatikom v kombinaciji z 
zaviralcem PARP na 3D celičnih kulturah. 3D celične kulture imajo pred 2D celičnimi 
kulturami kar nekaj prednosti, med drugim so celice sposobne tvoriti lasten zunajcelični 
matriks. To ima za posledico ne le spremenjene morfološke lastnosti, pač pa se 3D celične 
kulture od 2D celičnih kultur razlikujejo tudi v občutljivosti na terapijo (Amann in sod., 
2014). 3D celične kulture tako bolje poustvarjajo pogoje tumorskega mikrookolja, s tem pa 
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zagotavljajo bolj zanesljivo biološko informacijo o samem tumorju in njegovem odzivu na 
zdravljenje (Sung in sod., 2013). Ravno zaradi tega se v številnih študijah namesto 2D 
celičnih kultur vse pogosteje uporabljajo 3D celične kulture oz. sferoidi (in vitro tumorji), 
saj ti najbolje ponazarjajo pogoje v in vivo tumorjih (Gibot in sod., 2013). Obstaja kar nekaj 
študij, kjer so testirali elektrokemoterapijo sferoidov z različnimi citostatiki, večinoma z 
bleomicinom, cisplatinom in doksorubicinom (Gibot in sod., 2013), pa tudi elektroporacijo 
sferoidov s kalcijem, saj se je izkazalo, da z elektroporacijo vnesen kalcij v celicah uspešno 
povzroči akuten upad molekul ATP, s tem pa celično smrt (Frandsen in sod., 2015). V študiji, 
ki jo je opravila skupina raziskovalcev pod vodstom Laure Gibot, so preučevali vpliv 
elektrokemoterapije na 3D večceličnih tumorskih sferoidih celične linije HCT-116, ki je 
humana celična linija kolorektalnega karcinoma. Za elektrokemoterapijo so uporabili 
bleomicin s koncentracijo 1 mM in cisplatin s koncentracijo 833 µM, kar predstavlja doze, 
nižje od tistih, ki se uporabljajo v klinični praksi, a višje od tistih, ki smo jih uporabili mi. 
Rezultati elektrokemoterapije s citostatiki so pokazali morfološke spremembe sferoidov že 
3 ure po sami terapiji, prav tako je prišlo do občutnega zmanjšanja v velikosti sferoidov ter 
pojava apoptoze (Gibot in sod., 2013). Podobne rezultate je prinesla tudi druga študija, ki jo 
je skupaj s sodelavci opravila Frandsen in v kateri so prav tako uporabili bleomicin s 
koncentracijo 1 mM. 
 
Citotoksično delovanje elektrokemoterapije smo želeli dokazati tudi z barvanjem celic po 
Giemsi, s čimer smo dobili vpogled v nastale morfološke spremembe celic. Po barvanju smo 
opazili, da so celice umirale tako z apoptotično kot tudi nekrotično celično smrtjo. Če pri 
kontrolnih skupinah mrtvih celic ni opaziti (oz. opazimo le kakšno ob dodatku olapariba), 
pa so te veliko številnejše pri tretiranih skupinah. Prav tako je celična smrt pogostejša pri 
tistih skupinah, ki smo jim citostatik dodali z elektroporacijo, saj je s tem v celice prešla 
bistveno večja koncentracija citostatika, nekaj poškodb pa na celicah povzroči že sama 
elektroporacija. 
 
Ker bleomicin v celicah povzroča nastanek dvojnih prelomov molekule DNA, smo z 
detekcijo žarišč γ-H2AX prek primarnih in fluorescentno označenih sekundarnih protiteles 
želeli dokazati tudi prisotnost teh ter ugotoviti, ali so prisotne kakšne razlike med 
kontrolnimi in tretiranimi skupinami oz. kakšna je časovna odvisnost pojavnosti dvojnih 
prelomov. DNA je pri evkariontih spakirana v nukleosome, strukture, sestavljene iz DNA in 
8 histonskih proteinov, ki spadajo v 4 družine histonskih proteinov: H2A, H2B, H3 in H4. 
Znotraj družine H2A najdemo 3 poddružine, in sicer: H2A1-H2A2, H2AZ in H2AX 
(Rogakou in sod., 1998). Histoni so velikokrat podvrženi različnim modifikacijam, npr. 
fosforilaciji, acetilaciji ali metilaciji, kar vpliva na samo funkcijo kromatina (Rogakou in 
sod., 1998). H2AX se od ostalih dveh poddružin znotraj družine H2A razlikuje v posebnem 
C-terminalnem motivu, ki ima pri sesalcih na mestu 139 serinski ostanek, ki je ob tvorbi 
dvojnih prelomov mesto γ-fosforilacije. Kmalu po tvorbi dvojnih prelomov se namreč s 
fosforilacijo serinskega ostanka tvori fosforilirana oblika proteina H2AX, t.i. γ-H2AX, ki jo 
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lahko mikroskopsko detektiramo (Rogakou in sod., 1998). γ-H2AX imamo tako za 
univerzalni biomarker poškodb molekule DNA. (Watters in sod., 2009; Harada in sod., 
2014). Poleg tega je uporaben tudi kot pokazatelj uspešnosti odgovora rakavih pacientov na 
terapijo s citostatiki in obsevanjem (Ivashkevich in sod., 2012; Harada in sod., 2014). Študije 
kažejo, da dvojne prelome poleg sevanja in UV-žarkov povzročajo tudi citotoksični agensi, 
kot so ciklofosfamid, temozolomid, topotekan (Wang in sod., 2010), pa tudi v magistrski 
nalogi uporabljen bleomicin (Liu in sod., 2014).  
 
5.1 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 
2D CELIČNIH KULTURAH 
 
5.1.1 Citotoksičnost elektrokemoterapije 
 
Kot pričakovano je elektrokemoterapija celic s citostatikoma bleomicin oz. cisplatin 
povzročila večji padec viabilnosti celic v primerjavi s celicami, ki smo jim citostatika le 
dodali v gojišče. S tem smo potrdili, da je prehajanje citostatika prek celične membrane 
ovirano, a se vnos v celico bistveno poveča ob izpostavitvi celic električnim pulzom. 
Posledično to pomeni, da so zaradi vnosa citostatika v celico z elektroporacijo za enak 
citotoksični učinek potrebne bistveno nižje koncentracije citostatikov v primerjavi s 
sistemsko terapijo, kjer citostatik vbrizgamo intravenozno, to pa pomeni tudi manj neželenih 
učinkov in manjšo sistemsko toksičnost. Testirali smo različne koncentracije citostatika in 
na podlagi rezultatov za nadaljnje delo izbrali tisto, ki pobije približno 50 % celic. Pri 
bleomicinu se je kot takšna pokazala koncentracija 1,13 µM, pri cisplatinu pa 17 µM. 
Omenjeni koncentraciji potrjujeta dejstvo, da so za citotoksični učinek elektrokemoterapije 
potrebne bistveno nižje koncentracije citostatikov, kot če citostatik celicam dodamo brez 
elektroporacije. Pri skupinah brez elektroporacije je namreč padec viabilnosti celic bistveno 
manjši in se citotoksični učinek pokaže šele pri večjih koncentracijah, medtem ko pri 
elektroporiranih skupinah citotoksično deluje že najnižja koncentracija uporabljenega 
citostatika. Pri celicah, ki smo jim bleomicin le dodali v gojišče, je manjšo citotoksičnost 
pokazala le najvišja koncentracija bleomicina, in sicer koncentracija 1,41 µM, ki je 
povzročila smrt približno 10 % celic. Če pa smo bleomicin v celice vnesli z elektroporacijo, 
je že najmanjša uporabljena koncentracija, t. j. 0,141 µM (torej 10x nižja koncentracija od 
tiste, uporabljene v primeru brez elektroporacije), povzročila smrt 25 % celic. Podobne 
rezultate smo dobili tudi pri cisplatinu, ki so pokazali, da je v primeru elektrokemoterapije 
za enak citotoksični učinek potrebna 10x nižja koncentracija, kot če celicam cisplatin 
dodamo brez elektroporacije. Nasprotno pa olaparib sam na celice ne deluje citotoksično in 
ima manjši učinek le pri največji uporabljeni koncentraciji (5 µM), za kar sta možna 2 
vzroka. Prvi je, da v jedru celice med podvojevanjem DNA molekule naključno nastajajo 
poškodbe DNA, ki se zaradi prisotnosti visoke koncentracije olapariba, ne uspejo popraviti. 
Drugi, bolj verjetni razlog pa je, da je celična linija MCF-7 bolj občutljiva na višje 
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koncentracije olapariba kot druge celične linije. Podobno so namreč opazili tudi v drugi 
študiji, kjer so celično linijo MCF-7 prav tako testirali z olaparibom koncentracije 5 µM in 
je ta pokazala citotoksičen učinek. Pozitivne učinke elektrokemoterapije z bleomicinom in 
cisplatinom so pokazale tudi številne druge in vitro študije. Leta 2017 je skupina 
raziskovalcev testirala citotoksičnost elektrokemoterapije z bleomicinom in cisplatinom in 
vitro na 4 humanih celičnih linijah Mel 270, 92-1, OMM-1 in OMM-2.5 uvealnega 
melanoma. Uporabili so bleomicin in cisplatin v koncentracijah 0,1 µg/ml, 2,5 µg/ml, 5 
µg/ml in 7,5 µg/ml, kar so koncentracije, ki so zelo blizu našim uporabljenim 
koncentracijam bleomicina. Za vnos citostatikov so uporabili 8 različnih električnih polj ter 
gledali, pri kateri napetosti se pojavi citotoksični učinek. Tako kot pri nas je tudi pri njih test 
citotoksičnosti pokazal, da majhen delež celic (25 % – 29,5 %) ubije že sama elektroporacija, 
odvisno od uporabljene celične linije. Za celični liniji OMM-1 in OMM-2.5, ki sta od 
uporabljenih najmanj občutljivi, se je izkazalo, da bleomicin sam nanju ne učinkuje in se 
citotoksično delovanje pokaže šele pri napetosti na razdaljo med elektrodama 750 V/cm in 
več. Zanimalo jih je predvsem, kateri so tisti elektroporacijski pogoji, ki imajo v kombinaciji 
z najnižjo testirano dozo bleomicina (1 µg/ml) maksimalni učinek na viabilnost celic. Za 
celični liniji 92.1 in Mel270 se je izkazalo, da je to napetost na razdaljo med elektrodama 
750 V/cm za 20 zaporednih pulzov, ki zmanjša viabilnost celic do 74 %, za celični liniji 
OMM-1 in OMM-2.5 pa napetost na razdaljo med elektrodama med 750 V/cm in 1000 V/cm 
za 8 zaporednih pulzov, ki zmanjšajo viabilnost celic do 89 %. Tudi sam cisplatin na celice 
ni pokazal citotoksičnega učinka, v kombinaciji z elektroporacijo pa je najnižja uporabljena 
koncentracija bleomicina (1 µg/ml) pri napetosti 1000 V/cm za 8 zaporednih pulzov 
povzročila 80 % celično smrt (Fiorentzis in sod.., 2017). In vitro, pa tudi in vivo, toksičnost 
elektrokemoterapije z bleomicinom in cisplatinom pa so na 2 celičnih linijah testirali tudi 
raziskovalci iz Onkološkega inštituta v Ljubljani, saj se učinkovitost elektrokemoterapije 
med različnimi celičnimi linijami razlikuje, odvisna pa je tudi od velikosti in histološkega 
tipa tumorja ter predhodnih terapij (Nikšič Žakelj in sod., 2018). Osredotočili so se na 2 
humani celični liniji raka glave in vratu, in sicer FaDu, ki je humana celična linija skvamozno 
celičnega karcinoma in FaDu-RR, ki je radiorezistentna celična linija prej omenjenega 
karcinoma. Poleg elektrokemoterapije, kjer so uporabili bleomicin v koncentracijah 10-5 µM-
1 µM in cisplatin v koncentracijah 1,67 µM-33,32 µM, so testirali tudi učinek samega 
bleomicina oz. cisplatina, ki so ju celicam dodali v gojišče za 2 uri v koncentracijah 1,67 µM-
8,33 µM za cisplatin ter 2,5 µM-20 µM za bleomicin.  
 
5.1.2 Kombinacija elektrokemoterapije z izbrano koncentracijo bleomicina oz. 
cisplatina in olapariba 
 
Ker so rezultati testa preživetje celic pokazali, da elektrokemoterapija celic s cisplatinom oz. 
bleomicinom močno zniža preživetje celic, smo želeli ugotoviti, ali lahko ta učinek še 
povečamo, če dodamo zaviralec popravljalnega mehanizma, olaparib. Zaviralci PARP so v 
predkliničnih raziskavah na miših že pokazali močno okrepljen učinek v kombinaciji z 
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obsevanjem in različnimi citotoksičnimi spojinami, kot so topotekan, cisplatin, karboplatin 
idr., a ker so se omenjeni citostatiki v organizem vnesli s sistemsko kemoterapijo, ki zahteva 
visoke doze citostatikov, so se kombinacije izkazale kot zelo toksične. Kot edina učinkovita 
kombinacija olapariba s sistemsko kemoterapijo se je v kliničnih raziskavah pokazala 
kombinacija olapariba s temozolamidom, ki se uporablja za zdravljenje glioblastoma pri 
pacientih z nedelujočo O-6-gvanin-metiltransferazo (MGMT) (Pommier in sod., 2016; 
Kenig, 2017). Ker pa se z vnosom citostatika v celico z elektroporacijo močno zniža potrebna 
doza citostatika, nas je zanimalo, ali bi bilo smiselno olaparib kombinirati z 
elektrokemoterapijo celic s citostatikoma. Cisplatin in bleomicin smo izbrali na podlagi 
študij, ki omenjena citostatika omenjajo kot najbolj učinkovita za zdravljenje kožnih 
metastaz raka dojke. 
 
Pri bleomicinu se je kombinacija elektrokemoterapije in olapariba izkazala za uspešno, saj 
je opaziti zmanjšano rast celic. Če primerjamo rast celic brez dodanega olapariba s celicami 
z dodanim olaparibom, vidimo, da je rast celic z dodanim olaparibom sicer počasnejša, a 
celice kontrolnih skupin in skupine, kjer smo bleomicin celicam le dodali v gojišče, vseeno 
rastejo sorazmerno s časom inkubacije. Se pa delež viabilnih celic zmanjša pri skupini, kjer 
smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z olaparibom. Tu namreč v prvih 3 
dneh inkubacije pride do padca v rasti, nato pa se ta nadaljuje, a je razlika v rasti še vedno 
statistično značilna v primerjavi s kontrolno skupino celic. Če torej primerjamo skupino 
celic, elektroporiranih z bleomicinom in skupino celic, kjer smo elektrokemoterapijo 
kombinirali z olaparibom, vidimo, da pri elektroporiranih celicah brez dodanega olapariba 
sicer pride do upočasnjene rasti celic, a te vseeno rastejo. Nasprotno pa se pri kombinirani 
skupini rast celic zniža. Sklepamo lahko, da bleomicin v celicah sicer povzroča nastanek 
dvojnih prelomov, ki povzročijo smrt nekaj celic oz. upočasnijo njihovo rast, a se dvojni 
prelomi po približno 24 urah uspešno popravijo, kar celicam, ki so poškodbe popravile, 
omogoči nadaljevanje rasti. Če pa takšnim celicam dodamo zaviralec popravljalnega 
mehanizma PARP, olaparib, se uspešnost popravljanja dvojnih prelomov močno zniža, kar 
vodi v smrt večjega deleža rakavih celic. Iz stolpčnih diagramov (sliki 12 in 13), ki 
prikazujejo delež viabilnih celic na dan 3 in dan 5, je tudi razvidno, da je citotoksični učinek 
največji v prvih 3 dneh po terapiji, saj je upad v deležu viabilnih celic med dnevoma 3 in 5 
zelo majhen, kar pomeni, da je do največjega upada v rasti celic prišlo že pred tretjim 
dnevom inkubacije.  
 
Tudi pri kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom se je rast celic 
upočasnila v primerjavi s celicami kontrolne skupine oz. celicami, ki smo jim cisplatin le 
dodali v gojišče, ni pa prišlo do padca oz. zaustavitve v rasti. Celice vseh skupin, tako brez 
kot z dodanim olaparibom, so namreč nadaljevale z rastjo, razlikovale so se le v hitrosti rasti. 
Ta je bila pričakovano najhitrejša pri kontrolnih skupinah in skupini, kjer smo cisplatin 
celicam le dodali v gojišče, najpočasnejša pa pri skupini celic, elektroporiranih s cisplatinom 
oz. skupini, kjer smo elektrokemoterapijo s cisplatinom kombinirali z olaparibom. Tako kot 
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pri bleomicinu je tudi pri cisplatinu citotoksični učinek najbolj viden v prvih 3 dneh. Vseeno 
pa pri cisplatinu tudi pri kombinaciji elektrokemoterapije in olapariba ni prišlo do 
zaustavitve v rasti celic kljub dodanemu olaparibu. Vzrok temu je drugačen mehanizem 
delovanja cisplatina v primerjavi z delovanjem bleomicina. 
 
Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom oz. cisplatinom in olapariba je pokazala 
obetavne rezultate za bleomicin, saj je pri slednjem res prišlo ne le do upočasnjene, pač pa 
zmanjšane rasti celic, ne pa tudi za cisplatin. Dobljeni rezultati so potrdili, da z 
elektroporacijo vnesen bleomicin v celicah povzroča nastanek dvojnih prelomov, ki se ob 
prisotnosti olapariba, ki posredno prepreči popravljanje DNA z izrezom baze, ne popravijo, 
kar ima za posledico celično smrt in zmanjšano rast celic. Nasprotno pa cisplatin v celicah 
prvotno ne povzroča nastanka dvojnih prelomov, pač pa tvori adukte DNA, zato olaparib na 
celice, tretirane s cisplatinom, nima takšnega učinka kot na celice, tretirane z bleomicinom. 
Je pa študija iz leta 2017 prek detekcije žarišč γ-H2AX pokazala, da tudi cisplatin posredno 
povzroča nastanek dvojnih prelomov po 24 urah od terapije, če je ta celicam dodan za 2 uri 
v višjih koncentracijah (Prevc in sod., 2017). Vseeno pa tudi kombinacija cisplatina in 
olapariba upočasni rast celic, saj adukti DNA, ki jih v celici povzroči cisplatin, preprečijo 
podvojevanje DNA in nadaljnje delitve celic, kar posledično vodi v upočasnjeno rast, vendar 
med skupinama celic z elektrokemoterapijo s cisplatinom in celic, kjer smo 
elektrokemoterapijo kombinirali z olaparibom, ni opaziti razlike. 
 
5.2 DOLOČANJE UČINKOV ELEKTROKEMOTERAPIJE S CISPLATINOM ALI 
BLEOMICINOM SAMOSTOJNO ALI V KOMBINACIJI Z OLAPARIBOM NA 
3D CELIČNIH KULTURAH, SFEROIDIH 
 
Poskusi na sferoidih so potrdili zvečano toksičnost bleomicina, če ga v celice vnesemo z 
elektroporacijo in kombiniramo z zaviralcem popravljalnega mehanizma PARP, 
olaparibom. Rezultati so pokazali normalno rast sferoidov kontrolnih skupin oz. skupin, kjer 
smo bleomicin sferoidom le dodali, medtem ko se je pri sferoidih, v katere smo bleomicin 
vnesli z elektroporacijo, rast zmanjšala. Tudi študija, opravljena na sferoidih celične linije 
HCT-116, ki je humana celična linija kolorektalnega karcinoma, je pokazala zmanjšano rast 
sferoidov, v katere so bleomicin s koncentracijo 1 mM in cisplatin s koncentracijo 833 µM 
vnesli z elektrokemoterapijo. Pri sferoidih, tretiranih z bleomicinom, so se prve morfološke 
spremembe pojavile že v 3 urah po terapiji, najbolj opazne pa so bile po 24 urah od terapije, 
ko so sferoidi pričeli razpadati in izgubljati svojo strukturo. Podobno se je zgodilo pri 
sferoidih, tretiranih s cisplatinom, kjer so se prve spremembe v morfologiji sferoidov 
pokazale v 6 urah po terapiji, po 24 urah pa so razpadli tudi ti. Poleg morfoloških sprememb 
so opazili tudi spremembe v rasti sferoridov. Tako kot mi so tudi oni opazili nadaljno rast 
sferoidov kontrolnih skupin oz. skupin, kjer so citostatik dodali v gojišče brez 
elektroporacije, medtem ko se je rast elektroporiranih sferoidov zmanjšala na 60 % prvotne 
velikosti, kar potrjuje dejstvo, da na celice toksično delujejo že sami električni pulzi. 
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Sferoidi, ki so jim citostatike dodali z elektrokemoterapijo, pa so po 5 dnevih od terapije 
popolnoma razpadli, kar se je pri nas zgodilo šele takrat, ko smo elektrokemoterapijo z 
bleomicinom kombinirali z olaparibom. Uporabljene koncentracije citostatikov so bile pri 
njih namreč bistveno višje kot pri nas, zato je pri nas do popolnega razpada sferoidov prišlo 
šele, ko smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z olaparibom (Gibot in sod., 
2013). Ko smo namreč sferoidom v gojišče dodali še olaparib, ki je zaradi svoje lipofilne 
narave v sferoide prešel sam, ta na rast kontrolnih skupin ni vplival, prav tako ni vplival na 
rast sferoidov z bleomicinom, dodanim v gojišče, saj pri kontrolnih skupinah oz. skupini z 
dodanim bleomicinom ni prišlo do nastanka dvojnih prelomov, zato olaparib na njih ni 
deloval toksično. Nasprotno pa se je toksični učinek olapariba pokazal pri skupini sferoidov, 
kjer smo elektrokemoterapijo z bleomicinom kombinirali z olaparibom. Tu je namreč v prvih 
nekaj dneh inkubacije prišlo do zmanjšanja rasti sferoidov, po petem dnevu od terapije pa 
so sferoidi popolnoma razpadli. Vzrok za razpad je verjetno ravno delovanje olapariba, saj 
če rezultate kombinacije z olaparibom primerjamo s sferoidi, ki smo jih le elektroporirali z 
bleomicinom, vidimo, da je pri obeh skupinah sicer prišlo do zmanjšane rasti sferoidov, a je 
bila ta pri kombinaciji opaznejša. Pri skupini sferoidov, elektroporiranih z bleomicinom, se 
je rast v prvih dneh po terapiji sicer zmanjšala, a se je padec v rasti po petem dnevu 
inkubacije ustavil in je rast stagnirala (sliki 27 in 28). Nasprotno pa pri sferoidih, kjer smo 
elektromekoterapijo kombinirali z olaparibom, ni prišlo do zaustavitve v zmanjšanju rasti, 
pač pa so sferoidi po petem dnevu inkubacije popolnoma razpadli. Zmanjšana rast sferoidov 
v prvih dneh inkubacije je namreč posledica nastalih dvojnih prelomov, ki jih povzroči 
bleomicin, a se ti v primeru, da niso preobsežni, v roku enega dne s popravljalnimi 
mehanizmi uspejo popraviti, na kar kaže zaustavitev zmanjšanja rasti sferoidov 
elektroporiranih z bleomicinom brez dodanega olapariba. Pri sferoidih s kombinacijo 
elektrokemoterapije in olapariba pa se zaradi bleomicina nastali dvojni prelomi niso uspeli 
popraviti, saj je olaparib zavrl popravljanje. Ta je namreč z vezavo na aktivno mesto encima 
PARP onemogočil vezavo NAD+ na PARP, s tem pa preprečil nastanek PAR in posledično 
tudi rekrutiranje popravljalnih proteinov za popravljanje DNA poškodb (Weil, Chen, 2011). 
Pri kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom smo pokazali podobno, kot 
že na 2D celičnih kulturah. Pri sferoidih brez dodanega olapariba ni prišlo do zmanjšanja oz. 
zaustavitve rasti sferoidov v nobeni skupini, tudi v skupini, elektroporirani s cisplatinom ne. 
Opazne so sicer razlike v sami hitrosti rasti sferoidov, saj je ta pričakovano največja pri 
kontrolnih skupinah, najmanjša pa pri elektroporirani skupini. To nakazuje, da je cisplatin 
na sferoide vseeno učinkoval, a je citotoksični učinek samega cisplatina na celice manjši, 
kot pa je citotoksični učinek bleomicina. Podobno signifikantnih razlik nismo dobili niti, če 
smo elektrokemoterapijo s cisplatinom kombinirali z olaparibom. Tudi tu je bila rast 
tretiranih sferoidov le nekoliko počasnejša v primerjavi s kontrolnimi skupinami, ni pa prišlo 
do statistčno značilnih razlik v hitrosti rasti oz. do zaustavitve rasti. Ti rezultati se skladajo 
z rezultati, dobljenimi pri kombinaciji elektrokemoterapije s cisplatinom in olaparibom na 
2D celičnih kulturah, kjer dodan olaparib prav tako ni zmanjšal oz. zaustavil rasti celic, a je 
bila ta le nekoliko upočasnjena. 
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Vpliv elektrokemoterapije z bleomicinom na 3D celične kulture je preučevala tudi 
raziskovalna skupina pod vodstvom Fiorentzisa, kjer so poleg bleomicina testirali tudi 
citotoksični učinek mitomicina C (MMC) in fluorouracila (5-FU). V študiji so uporabili 2 
humani celični liniji očesnega melanoma, CRMM1 in CRMM2 ter 1 humano celično linijo 
normalnega očesnega epitelija, HCjE-Gi. Učinke elektrokemoterapije s citostatiki so 
preučevali tako na 2D kot tudi 3D celičnih kulturah, saj slednje bolje ponazarjajo tumorsko 
mikrookolje v primerjavi z 2D celičnimi kulturami. Za in vitro elektrokemoterapijo so 
uporabili bleomicin v koncentracijah 0 µg/ml, 1 µg/ml, 2,5 µg/ml, 5 µg/ml, 7,5 µg/ml in 
10 µg/ml, kar je blizu koncentraciji, ki smo jo za tretiranje sferoidov uporabili mi (t. j. 
koncentracija 8 µg/ml). Rezultati so, podobno kot pri nas, pokazali zmanjšano rast sferoidov, 
elektroporiranih z bleomicinom, prav tako je prišlo do nekroze ter izgube celične definicije 
sferoidov. Takšne rezultate so dobili že pri najmanjši uporabljeni koncentraciji bleomicina, 
t.j. koncentracija 1 µg/ml. Omenjena koncentracija bleomicina je povzročila 89,5 % 
zmanjšanje v rasti sferoidov celične linije CRMM2 in 88,1 % zmanjšanje v rasti sferoidov 
celične linije CRMM2 po 3 dneh od terapije (Fiorentzis in sod., 2018). Rezultati se skladajo 
z našimi, saj smo tudi mi opazili zmanjšano rast sferoidov, elektroporiranih z bleomicinom, 
3 dni po terapiji. Prav tako je kljub uporabljenim različnim celičnim linijam tudi pri nas 
prišlo do morfoloških sprememb sferoidov, ki so po 7 dneh od terapije popolnoma razpadli. 
 
Kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olaparibom je pokazala obetavne 
rezultate tako na 2D celičnih kulturah, kot tudi na 3D celičnih kulturah. V obeh primerih je 
prišlo do padca v viabilnosti rakavih celic. S tem smo tudi potrdili našo hipotezo, da 
bleomicin v celicah povzroča nastanek dvojnih prelomov, ki se ob dodatku zaviralca 
mehanizma PARP, olapariba, ne uspejo popraviti, kar vodi v obsežno celično smrt rakavih 
celic. Kombinacija se je izkazala za uspešno tako na 2D celičnih kulturah kot tudi na 
sferoidih. Z bleomicinom nastale dvojne prelome in neuspešnost njihovega popravljanja ob 
dodatku olapariba smo potrdili tudi z detekcijo žarišč γ-H2AX. Manj obetavne rezultate pa 
je pokazala kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olapariba, saj cisplatin v 
celicah prvotno ne tvori dvojnih prelomov, zato je zmanjšan tudi toksični učinek olapariba. 
So pa rezultati pokazali bistveno večje citotoksično delovanje citostatikov, če citostatike v 
celice vnesemo z elektroporacijo.  
 
5.3 DOLOČANJE MEHANIZMA DELOVANJA KOMBINACIJE Z BARVANJEM 
DVOJNIH PRELOMOV 
 
Z detekcijo žarišč γ-H2AX smo potrdili našo hipotezo, da elektrokemoterapija rakavih celic 
s citostatikom povzroči tvorbo dvojnih prelomov molekule DNA, kar posledično vodi v smrt 
rakavih celic. Z optimizacijo postopka smo preverili uspešnost barvanja, saj smo dvojne 
prelome zaznali le pri pozitivni kontroli in celicah, elektroporiranih z bleomicinom, ne pa 
tudi pri celicah, elektroporiranih s cisplatinom, ki so nam služile kot negativna kontrola. 
Cisplatin je namreč alkilirajoči agens, ki v celici primarno povzroča adukte molekule DNA 
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in ustavlja celične delitve. Kljub temu pa je skupina raziskovalcev iz Onkološkega inštituta 
v Ljubljani dokazala nastanek dvojnih prelomov s cisplatinom po 24 urah od terapije, če je 
ta celicam dodan v višji koncentraciji (1 µg/ml) in dlje časa (2 uri) (Serša in sod., 2018). 
Tudi mi smo po 24-urni inkubaciji od terapije pri celicah, elektroporiranih s cisplatinom, 
zaznali nekaj žarišč γ-H2AX, kar pomeni, da čez čas res pride do tvorbe manjšega števila 
dvojnih prelomov, a se ti tvorijo posredno in to ni primarni učinek citotoksičnega delovanja 
cisplatina, tako kot je pri obsevanju in bleomicinu. Z optimizacijo postopka smo tudi 
prikazali časovno odvisnost pojava dvojnih prelomov, saj so ti najobsežnejši po 2 urah od 
terapije, nato pa se zaradi delovanja popravljalnih mehanizmov število žarišč γ-H2AX 
zmanjšuje v odvisnosti od časa inkubacije. Po 24 urah smo namreč zaznali bistveno manj 
dvojnih prelomov, celice, pri katerih so bile poškodbe preobsežne, pa so umrle.  
 
S kombinacijo elektrokemoterapije z bleomicinom, koncentracije 1,13 µM (koncentracija, 
ki ubije 50 % celic) in olapariba, pa smo dokazali, da ima kombinacija na celice večji 
citotoksični učinek kot samo elektrokemoterapija brez dodanega olapariba. Pri obeh 
tretmajih je prišlo do nastanka dvojnih prelomov, a so bili slednji obsežnejši pri celicah, kjer 
smo elektrokemoterapijo kombinirali z olaparibom. Poleg tega si celice pri kombiniranem 
tretmaju po 24 urah od terapije niso opomogle, saj so pričele razpadati in izgubljati svojo 
obliko in viabilnost, medtem ko si je večji delež celic pri elektroporirani skupini brez 
olapariba po 24 urah od terapije opomogel. Z detekcijo žarišč γ-H2AX smo tudi dokazali, 
da bleomicin sam v celice ne prehaja in zatorej ne deluje toksično, saj pri skupinah celic, 
kjer smo bleomicin celicam le dodali, nismo zaznali nastanka dvojnih prelomov v nobenem 
časovnem obdobju od terapije. Prav tako na celice, kjer smo bleomicin dodali brez 
elektroporacije, olaparib ni učinkoval. 
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V okviru magistrske naloge smo želeli preveriti, ali kombinacija elektrokemoterapije s 
citostatiki in zaviralca popravljalnega mehanizma, olapariba, na humano celično linijo 
MCF- 7 raka dojke deluje bolj toksično kot samo elektrokemoterapija s citostatiki. 
Delovanje kombinacije smo želeli preveriti tako na 2D celičnih kulturah kot tudi na 3D 
celičnih kulturah, saj slednje bolje ponazarjajo tumorsko mikrookolje in tako zagotavljajo 
boljšo biološko informacijo o samem odzivu rakavih celic na terapijo. Poleg tega smo prek 
detekcije žarišč γ-H2AX želeli dokazati nastanek dvojnih prelomov po elektrokemoterapiji 
celic z bleomicinom, zanimala pa nas je tudi časovna odvisnost pojava dvojnih prelomov 
glede na terapijo.  
 
V magistrski nalogi smo dokazali naslednje: 
- Da ima kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olapariba večji 
citotoksični učinek na rast 2D celičnih kultur kot sama elektrokemoterapija z 
bleomicinom, saj bleomicin v celicah povzroči nastanek dvojnih prelomov, olaparib 
pa prek inhibicije popravljalnega mehanizma PARP njihovo prepreči popravljanje. 
- Da kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olapariba nima bistveno 
večjega citotoksičnega učinka od same elektrokemoterapije s cisplatinom na 2D 
celičnih kulturah, saj ima cisplatin drugačen mehanizem delovanja kot bleomicin in 
v celicah prvotno ne tvori dvojnih prelomov. 
- Da kombinacija elektrokemoterapije z bleomicinom in olapariba zmanjša rast 3D 
celičnih kultur že v prvih 3 dneh od terapije, z daljšanjem časa inkubacije pa povzroči 
popoln razpad sferoidov. 
- Da kombinacija elektrokemoterapije s cisplatinom in olapariba zmanjša rast 3D 
celičnih kultur, vendar je citotoksični učinek elektrokemoterapije s cisplatinom in 
olapariba veliko manjši v primerjavi s citotoksičnim učinkom elektrokemoterapije z 
bleomicinom in olapariba. 
- Da tretiranje rakavih celic z elektrokemoterapijo z bleomicinom povzroči nastanek 
dvojnih prelomov, ki se po dodatku zaviralca olapariba ne popravijo, kar vodi v smrt 
rakavih celic. 
 
S tem smo dokazali vse 3 postavljene hipoteze, izkazalo pa se je tudi, da ima v kombinaciji 
z olaparibom velik potencial predvsem bleomicin, saj se je njegov citotoksični učinek ob 
dodatku olapariba močno povečal, medtem ko pri cisplatinu bistvenih razlik v primerjavi z 
samo elektrokemoterapijo s cisplatinom nismo opazili.  
 
Ker glede na pregledano literaturo do sedaj še nismo zasledili objavljenih študij, kjer bi 
zaviralec olaparib kombinirali z elektrokemoterapijo z bleomicinom oz. cisplatinom, se nam 
predvsem kombinacija olapariba in elektrokemoterapije z bleomicinom zdi dober kandidat 
za nadaljne študije in predklinične raziskave, saj bi na ta način zaradi nizkih uporabljenih 
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doz bleomicina pri elektrokemoterapiji močno znižali pojav neželenih učinkov, ki se 
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